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Die  vorliegende  Arbeit  gliedert  sich  in  zwei  voneinander  unabhängige  Teilprojekte.  Der  erste 




an  der  Regulation  der  Immunantwort,  der  Proliferation  und  Differenzierung  von  Zellen  des 
Immunsystems und der Blutbildung beteiligt  [1]. Die  Spezifität der  Zytokinwirkung beruht  auf der 
Interaktion des jeweiligen Zytokins mit den entsprechenden Rezeptorketten. Gleichzeitig beruht die 
Redundanz  von  verschiedenen  Zytokinen  auf  der  gemeinsamen Nutzung  bestimmter  Rezeptoren. 
Dies gilt  insbesondere  für Zytokine der  IL‐6‐Familie, die sich über den gemeinsamen Gebrauch des 
Rezeptors  gp130 definieren  [2]. Aufgrund der  Tertiärstruktur  lassen  sich  Zytokine  in  verschiedene 
Klassen unterteilen. So besteht die Faltung der Klasse I Zytokine aus vier α‐Helices (vier‐Helix‐Bündel 




Die  vier‐Helix‐Bündel  Zytokine  werden  durch  ein  bisher  nur  bei  Zytokinen  vorgefundenes 
Faltungsmuster charakterisiert, das auch als „Zytokinfaltung“ bezeichnet wird. Hierbei werden vier 
α‐Helices  in  der  Orientierung  auf‐auf‐ab‐ab,  durch  drei  Schleifenbereiche  mit  unterschiedlicher 
Länge, in der Abfolge lang‐kurz‐lang, miteinander verbunden (Abbildung 1‐1) [2].  
Die  Familie  der  vier‐Helix‐Bündel  Zytokine  kann  in  die  Untergruppen  der  langkettigen  und  der 
kurzkettigen Zytokine gegliedert werden [4].  Zu den kurzkettigen Zytokinen gehören beispielsweise 









Faltung  der  vier‐Helix‐Bündel  Zytokine.  B)  Band‐Darstellung  der  IL‐6  Tertiärstruktur.  Kreise  verweisen  auf  die Rezeptor‐
bindestellen.  Epitop  I  bindet  den  IL‐6  Rezeptor  alpha,  Epitop  II  das  Zytokinbindemodul  von  gp130  und  Epitop  III  die 
Immunglobulin‐ähnliche Domäne von gp130. Die vier α‐Helices werden mit A, B, C und D bezeichnet. N‐ und C‐ stehen für 
N‐ und C‐Terminus. Verändert nach J. Grötzinger 2002 [2].  







drei  Rezeptorbindestellen  (Abbildung  1‐1  B)  [2, 8].  Die  Bindestellen werden  von  den Mitgliedern 
dieser  Zytokinfamilie  nach  folgendem  Schema  belegt: Das  Epitop  I bindet  an nicht‐signalisierende 
Rezeptorketten, das Epitop II an gp130 und das Epitop III an gp130 oder einen weiteren Rezeptor der 
gp130 Familie [9]. 
Neben  dem  namensgebenden  IL‐6  gehören  zur  IL‐6  Zytokinfamilie  unter  anderem  Oncostatin M 
(OSM),  IL‐11, IL‐12, leukemia inhibitory factor (LIF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin‐
like cytokine (CLC) und cardiotrophin‐1 (CT‐1). Eine Untergruppe der IL‐6 Zytokinfamilie wird von den 
heterodimeren  Zytokinen  gebildet,  hierzu  zählen  IL‐12,  IL‐23  und  IL‐27.  Diese  heterodimeren 
Zytokine  bestehen  aus  einem  langkettigen  vier‐Helix‐Bündel  Zytokin  und  einem  löslichen  Klasse  I 
Zytokinrezeptor‐ähnlichen Molekül [1, 10] . 
1.1.3 Die	Klasse	I	Zytokinrezeptoren	




Tyrosinkinaserezeptoren  und  Chemokinrezeptoren.  Die  größte  Gruppe  wird  dabei  von  den 
Klasse I Zytokinrezeptoren gebildet [5]. Es handelt sich bei ihnen um Klasse I Transmembranproteine, 
der N‐Terminus liegt somit im extrazellulären Raum und der C‐Terminus im Zytoplasma. Die Klasse I 
Zytokinrezeptoren  verfügen  über  eine  modulare  Architektur.  Charakteristisch  für  diese 
Rezeptorklasse  ist  das  zwei  Domänen  umfassende  Zytokinbindemodul.  Diese  aus  rund  200 
Aminosäureresten  bestehende  Region  ist  evolutionär  aus  zwei  Fibronectin III‐ähnlichen  (FNIII) 
Domänen  hervorgegangen.  Das  N‐terminale  Segment  der  Region  enthält  vier  konservierte 
Cysteinreste,  im  C‐terminalen  Bereich  findet  sich  ein  konserviertes  Tryptophan‐Serin‐X‐Serin‐
Tryptophan‐Motiv  (WSXSW‐Motiv) [1, 11]. Am Aufbau von Typ  I Zytokinrezeptoren können weitere 
Domänen beteiligt sein, so verfügt der Rezeptor gp130 im extrazellulären Bereich zusätzlich über drei 





Die  Zytokine  der  IL‐6  Familie  vermitteln  unter  Einsatz  der  Bindungsepitope  II  und  III  eine 
Signaltransduktion über homo‐ oder heterodimere Komplexe aus  signalisierenden Rezeptorketten. 
Die  Bindung  des  Zytokins  an  den  dimeren  Rezeptorkomplex  gilt  als  Auslöser  der  intrazellulären 
Signaltransduktionskaskade. Die Ligandenbindung führt zu einer Neuausrichtung der Rezeptorketten, 
in deren Folge die intrazellulären Komponenten der Rezeptoren in enge räumliche Nähe zueinander 






Die Zytokine  IL‐6 und  IL‐11  rekrutieren gp130 Homodimere, während LIF, OSM, CNTF und CT‐1 an 
Heterodimere,  bestehend  aus  gp130  und  LIFR  oder  OSMR,  binden  (siehe  Abbildung  1‐2).  Ferner 








Abbildung  1‐2:  Aufbau  und  Vielfalt  von  Rezeptorkomplexen  der  IL‐6  Zytokinfamilie.  Klasse  I  Zytokinrezeptoren  sind 
modular aufgebaut. Im Falle von IL‐6 ist der tetramere Rezeptorkomplex und IL‐6Rα in seiner membrangebundenen Form 
gezeigt.  Dunkelblau:  Zytokin  der  IL‐6  Zytokinfamilie.  Rot:  Immunglobulin‐ähnliche  Domäne.  Grün:  Zytokinbindemodul, 
hervorgegangen aus zwei Fibronectin III‐ähnlichen Domänen. Hellblaues Oval: Fibronectin III‐ähnliche Domäne. 
Die intrazelluläre Signaltransduktionskaskade der IL‐6 Zytokine basiert hauptsächlich auf Mediatoren 
des  Janus  (Tyrosin‐) Kinase  (JAK) und signal  transducer and activator of  transcription  (STAT) Signal‐
wegs, sowie des mitogen‐activated protein kinase (MAPK) Signalwegs [17]. 
1.1.5 Interleukin‐6		
Aufgrund des  Faltungsmusters gehört  IL‐6  zu den  langkettigen  vier‐Helix‐Bündel Zytokinen und  ist 
das namensgebende Zytokin der  IL‐6 Zytokinfamilie  [2].  IL‐6 muss  seinen Spezifität‐bestimmenden 
Alpha‐Rezeptor  (IL‐6Rα)  rekrutieren.  Erst  der  IL‐6/IL‐6Rα  Komplex  ist  in  der  Lage,  die  signal‐
transduzierenden  gp130  Rezeptorketten  zu  binden  und  über  die  Neuausrichtung  eines  gp130 
Homodimers die  intrazelluläre Signaltransduktionskaskade auszulösen [17]. Es gibt zudem Hinweise 
darauf, dass der  finale Rezeptorkomplex von  IL‐6 sowohl  tetramer  (IL‐61/IL‐6Rα1/gp1302) als auch 
hexamer (IL‐62/IL‐6Rα2/gp1302) aufgebaut sein kann,  jeweils  in Abhängigkeit der vorliegenden  IL‐6 
Konzentration  [15, 18]. Der  IL‐6Rα kann  sowohl  in membrangebundener als auch  in  löslicher Form 
Teil des  IL‐6/IL‐6Rα Komplexes  sein  [19, 20].  Ist der  IL‐6Rα als membranständiger Rezeptor an der 
IL‐6 Signaltransduktion beteiligt, wird vom klassischen Signalweg gesprochen, ist der IL‐6Rα in seiner 
löslichen Form am Aufbau des signaltransduzierenden Komplexes beteiligt, wird dieser Vorgang als 




disintegrin  and  metalloprotease)  und  ADAM‐17  [22, 23]  oder  auf  dem  alternativen  Spleißen  der 





Fibrinogen  und  das  C‐reaktive  Protein  [25].  Neben  immunregulatorischen  Prozessen  ist  IL‐6  an 
regenerativen, neuronalen und metabolischen Prozessen beteiligt [18].  
Über das  trans‐signaling kann  IL‐6 auf Zellen wirken, die  selbst nur die gp130 Rezeptorkette nicht 
aber  den  IL‐6Rα  exprimieren.  Die  Expression  des  IL‐6Rα  ist  beschränkt  auf  Hepatozyten  und 
bestimmte Gruppen  von  Leukozyten  [26], während  gp130  im menschlichen Organismus  ubiquitär 
exprimiert wird [27]. IL‐6 trans‐signaling  ist sowohl am Ausbruch als auch an der Aufrechterhaltung 
von Entzündungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen beteiligt. Beispiele hierfür sind entzünd‐
liche  Darmerkrankungen,  rheumatoide  Arthritis,  Asthma  und  entzündungsinduzierter  Darmkrebs 
[26].  
Lösliches gp130 stellt einen natürlichen  Inhibitor des  IL‐6  trans‐signaling dar  [27, 28], während der 
klassische  Signalweg  nicht  beeinträchtig  wird.  Außerdem  kann  ein  Fusionsprotein  aus  den 
extrazellulären Domänen von humanem gp130 und dem Fc‐Fragment eines humanen Immunglobulin 
G1  Antikörpers,  bezeichnet  als  sgp130‐Fc,  die  IL‐6/sIL‐6Rα  vermittelte  Signaltransduktion  effektiv 
unterbinden [29]. 
1.1.6 Interleukin‐27	
Das Zytokin  Interleukin‐27 wurde 2002 erstmals beschrieben und gehört wie  IL‐12,  IL‐23 und  IL‐35 
zur Familie der heterodimeren Zytokine.  IL‐27 besteht aus den Proteinuntereinheiten p28 und dem 
Ebstein‐Barr‐Virus  induzierten Molekül 3  (EBI3). EBI3  ist verwandt mit den Spezifität‐vermittelnden 
Rezeptoren  der  IL‐6  Zytokinfamilie,  insbesondere  mit  der  p40  Untereinheit  von  IL‐12  und  IL‐23 
[30,  31]. Funktionell entspricht die Rolle von EBI3 für IL‐27 der des löslichen IL‐6 Alpha‐Rezeptors  für 
IL‐6.  Die  IL‐27  p28  Untereinheit  gehört  zur  Gruppe  der  langkettigen  vier‐Helix‐Bündel  Zytokine, 
ebenso wie IL‐6 oder IL‐12 p35. 
Der  signaltransduzierende  Rezeptorkomplex  von  IL‐27  besteht  aus  einem  Heterodimer  der 
Zytokinrezeptoren  WSX‐1  und  gp130.  Die  WSX‐1  Rezeptorkette  gehört  zu  den  Klasse  I 
Zytokinrezeptoren  und  verfügt  über  eine  große  strukturelle  Homologie  zu  gp130.  Keine  der 
Rezeptorketten  ist  für  sich  alleine  in  der  Lage  das  IL‐27  vermittelte  Signal  in  die  Zelle  zu  leiten 









die  klonale  Expansion  von  Antigen‐spezifischen  naiven  CD4+ T‐Zellen  und  fördert  die  Interferon‐γ 
(IFN‐γ)  Produktion  [30]  und  Differenzierung  von  naiven  CD4+  T‐Zellen  zu  Th1‐Zellen  [35].  IL‐27 
inhibiert die  Th17‐Differenzierung  sowie die  IL‐17 und  IL‐2 Produktion  [36],  zudem wird durch das 
Zytokin  die  Produktion  von  IL‐10  induziert  und  die  Th2‐Immunantwort  unterdrückt  [37].  Diese 
immunsuppressiven  Eigenschaften  erklären,  warum  eine  defekte  IL‐27  Signaltransduktion  zu 
stärkeren  Schäden  durch  Entzündungsreaktionen  bei  Parasiten‐  oder  Tuberkuloseinfektionen  in 
Mäusen [36, 38] und zu einer stärkeren Anfälligkeit für Asthma [39] und chronischen entzündlichen 





Außergewöhnlich  für  vier‐Helix‐Bündel  Zytokine  ist  die  Insertion  eines  Stranges  von  geladenen 










zeigen,  dass reines  p28  ebenfalls  biologische  Aktivität  aufweist.  So  hemmt  p28,  wenn  auch  mit 
geringerer Effizienz als lL‐27, die IL‐17 Produktion von CD4+ T‐Zellen, welche zuvor mit transforming 
growth  factor  β  (TGF‐β)  und  IL‐6  inkubiert wurden  [36].  Humanes  p28  induziert  die  STAT1‐  und 




von  mIL‐27  auf  die  IFN‐γ  Produktion  von  IL‐12  stimulierten  CD4+  Zellen  und  unterdrückt  IL‐27 





Antimikrobielle  Peptide  (AMP)  sind  Effektormoleküle  des  angeborenen  Immunsystems  und  bilden 
zusammen mit  der mechanischen  Barrierefunktion  intakter  Epithelien  die  erste  Verteidigungslinie 
höherer Organismen gegen eindringende Mikroorganismen [46]. Typischerweise handelt es sich bei 
AMPs um amphipathische Moleküle, bestehend aus 10 bis 50 Aminosäureresten, ausgestattet mit 
einer positiven Nettoladung  [47]. AMPs  lassen  sich aufgrund von Strukturmerkmalen grob  in   vier 
Gruppen einteilen: 1) gestreckte  lineare Peptide ohne Cysteinreste, mit ein bis zwei dominierenden 
Aminosäureresten;  2)  lineare  häufig  α‐helikale  Peptide  ohne  Cysteinreste;  3)  Peptide  mit 






Xenopus  laevis  [52], Gruppe der  linearen, auch  α‐helikalen  cysteinlosen Peptide. C) Thanantin aus Podisus maculiventris 
(Insecta)  [53],  Gruppe  der  schleifenförmigen  Peptide mit  bis  zu  zwei  Disulfidbrücken.  D)  Humanes  β‐Defensin  3  [54], 
Gruppe  der  komplexen  Peptide,  verfügen  über  ein  β‐Faltblattmotiv,  Struktur  wird  stabilisiert  von  zwei  bis  vier 
Disulfidbrücken,  weitere  Strukturelemente  können  vorhanden  sein.  Die  gezeigten  Tertiärstrukturen  wurden  mittels  
MR‐Spektroskopie ermittelt; Indoclicidin und Magainin 2 an Micellen gebunden, Thanatin und HBD3 in wässriger Lösung. 




etwa das Cathelicidin  LL‐37  [56] oder  LPS neutralisieren können, wie das Bactericidal/permeability 
increasing protein (BIP) [57]. Einige AMPs können zudem die Genexpression beeinflussen, beispiels‐
weise human neutrophil peptide  (HNP) 1 bis 3  [58]. Aufgrund der vielfältigen Wirkungen der AMPs 
bei  der  Erregerabwehr  spricht  man  auch  von  host  defense  peptides  (sinngemäß:  Peptide  der 





Größe  von  3  bis  5  kDa  und  verfügen  über  drei  bis  vier  Disulfidbrücken  [63].  Die  Defensine  der 




Beobachtung,  dass  die  Aminosäuresequenz  und  die  Struktur  der  β‐Defensine  der Mammalia  den 
Insektendefensinen ähnlicher sind, als den α‐Defensinen der Mammalia [50, 65]. 
1.2.2 Die	β‐Defensine	
Das  erste beschriebene  β‐Defensin war das bovine Neutrophilen  β‐Defensin  [66, 67].  In der  Folge 
wurden  weitere  β‐Defensine  der  Mammalia  und  Avia  beschrieben  [68].  Das  charakteristische 
Disulfidbrückenmuster der  β‐Defensine entspricht dem Verknüpfungsmuster Cys1‐Cys5, Cys2‐Cys4, 




Bisher wurden  die  humanen  β‐Defensine  (HBD)  1  bis  4  auf  Proteinebene  charakterisiert  [73‐76], 
sowie  die  Tertiärstrukturen  von  HBD1  bis  3  aufgeklärt  [54, 70, 71].  Zudem  sind  in  fünf 
chromosomalen  Regionen  des  humanen  Genoms weitere  28  HBD‐Gene  identifiziert  [77]  und  die 
Expression von Epididymis‐spezifischen HBDs beschrieben worden  [78].   Die humanen  β‐Defensine 
verfügen  über  ein  breites  antimikrobielles  Wirkspektrum  [59],  werden  konstitutiv  (HBD1)  oder 
induzierbar exprimiert (HBD2 bis 4), unter anderem durch LPS, IL‐1β, TNF‐α und INF‐γ, Viren, sowie 
Gram‐negative und Gram‐positive Bakterien [75, 79, 80]. Des Weiteren wurde für HBD2 und 3 eine 
antivirale Wirkung  beschrieben  [80].  HBD1  bis  3  wirken  zudem  chemotaktisch  auf  verschiedene 
Zellen  der  Immunantwort  [63, 81].  Darüber  hinaus  können  HBD2  bis  4  die  Produktion  von 
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proinflammatorischen  Zytokinen,  unter  anderem  IL‐6  und  IL‐10  [59],  sowie  von  Chemokinen 
stimulieren  [82].  Die  Expression  von  humanen  β‐Defensinen  erfolgt  hauptsächlich  in  Epithelien 





zu  binden  [68, 88, 89].  Auf  dieses  Initiationsereignis  folgt  die  Membraninsertion  der  Peptide 









Bei  HBD2  und  3  handelt  es  sich  um  die  bisher  am  besten  untersuchten  humanen  β‐Defensine. 
Sowohl  HBD2  als  auch  HBD3 wurden  erstmals  aus  Keratinozyten  von  Psoriasis  Patienten  isoliert 




Streptococcus  pyogenes  verfügt.  Zudem  zeigt HBD3  antibakterielle Aktivität  gegen multiresistente 















relevanter  Salzkonzentration  beeinflusst  [74, 75, 85, 94].  Gleichzeitig  verfügen  beide  Peptide  über 
eine  hohe  strukturelle  Ähnlichkeit  [54, 70, 72].  Obwohl  es  als  sicher  gilt,  dass  die  kationische 
Nettoladung und die Tertiärstruktur der Peptide wesentlich für die beobachteten Eigenschaften der 
β‐Defensine sind, ist der Wirkmechanismus im Detail nicht entschlüsselt [70, 71, 90, 94‐98].  
Die  Primärstrukturen  von  HBD2  und  HBD3  enthalten,  neben  den  für  humane  Defensine 
charakteristischen  sechs  konservierten  Cysteinresten,  zwei  konservierte  Glycinreste.  Diese 




Abbildung  1‐4:  Konstruktionsschema  der  HBD2/3  Chimären.  Oben:  Moleküloberflächen  von  HBD2  und  3.  Zwei 
konservierte  Glycinreste  in  den  Primärstrukturen  begrenzen  drei  Segmente,  die  die  Ausbildung  von  vier 
Oberflächensegmenten bewirken. Orange: N‐terminales Segment. Grün: Mittleres Segment. Blau: C‐terminales Segment. 






C‐terminale  Segment  den  Kernbereich  des  Peptids  durchquert  und  für  die  Ausbildung  von  zwei 
Oberflächenepitopen  auf  gegenüberliegenden  Seiten  des Moleküls  verantwortlich  ist  [94]. Da  die 
Ladungsverteilung  an  der  Moleküloberfläche  entscheidend  für  die  initiale  Interaktion  zwischen 
antimikrobiellen  Peptiden  und  der  bakteriellen Membran  ist  [99],  wurden  die  Glycin‐definierten 
Primärstruktursegmente  für  die  Konstruktion  von  verschiedenen  HBD2/HBD3  Chimären  genutzt 
(Abbildung 1‐4) [94].  





drei  Primärstruktursegmente  auf  die  antimikrobielle  Aktivität  der  Ursprungspeptide  und  der 
Chimären  ableiten.  So  ist  das  N‐terminale  Segment  von  HBD3  ausschlaggebend  für  die  Aktivität 
gegen S. aureus (Gram‐positiv) und E. coli (Gram‐negativ). Selbiges gilt für das mittlere Segment von 
HBD2. Die C‐terminalen Segmente von HBD2 und HBD3 verfügen über keinen unmittelbaren Einfluss 
auf  die  antimikrobielle  Aktivität  der  Peptide  [94].  Die  Chimären  3  und  5  vereinigen  die 
aktivitätstragenden Segmente von HBD2 und HBD3. Beide Chimären verfügen  im Gegensatz zu den 
Ursprungsmolekülen  HBD2  und  HBD3  über  keine  anionisch  geladenen  Seitenketten, was  in  einer 
erhöhten positiven Nettoladung  resultiert. Unterschiede  in der Aktivität der untersuchten Peptide 
deuten daraufhin, dass die Verteilung der Oberflächenladung bedeutsamer sein könnte als die bloße 
Nettoladung.  So  zeigen HBD2  und  die  Chimäre  4  eine  ähnlich  hohe Nettoladung  (+6,0  und  +5,7), 
unterscheiden sich dennoch deutlich  in  ihrer Aktivität  [94]. Die Salztoleranz von HBD2 und 3 sowie 
der Chimären korreliert mit der Nettoladung des C‐Terminus, eine höhere Nettoladung resultiert  in 
einer  erhöhten  Salztoleranz  [94].  Zudem  wurde    für  HBD1/HBD3  Chimären  ein  strukturbasierter 
Einfluss  auf die  Salztoleranz beschrieben. Hier bewirkte  eine  kompakte Molekülform, neben  einer 
hohen Nettoladung, eine erhöhte Salztoleranz [95]. Weitere Studien zeigen für HBD3‐Derivate, dass 
die  Verteilung  von  hydrophoben  und  geladenen  Seitenketten  an  der  Moleküloberfläche  die 
antimikrobielle Aktivität beeinflusst [90, 96]. Die Ladungsverteilung an der Moleküloberfläche ergibt 







Bereits  1938  wurde  das  Phänomen  der  kernmagnetischen  Resonanz  (NMR,  nuclear  magnetic 
resonance)  im Molekülstrahl beobachtet  [100]. Acht  Jahre  später wurden die ersten erfolgreichen 
NMR‐Experimente  im Festkörper und  in wässriger Lösung veröffentlicht  [101, 102]. Weitreichende 
Fortentwicklungen  der  kernmagnetischen  Resonanz  waren  in  der  Folge  die  gepulste  Fourier‐
Transformations‐Spektroskopie  [103]  sowie  die  mehrdimensionalen  NMR‐Spektroskopie  und  ihre 
Anwendung auf Proteine [104]. Heute ist die NMR‐Spektroskopie neben der Röntgenstrukturanalyse 
die  einzige Methode, mit  der  die  Struktur  von  Proteinen  und Nukleinsäuren  auf  atomarer  Ebene 
aufgeklärt  werden  kann  [105].  Im  Regelfall  wird  die  NMR‐Spektroskopie  zur  Aufklärung  der 
dreidimensionalen Struktur von Proteinen mit einer Masse von bis zu 30 kDa genutzt.  Im Einzelfall 
wurden  bereits  Spektren  von  Proteinen  in  der  Größenordnung  von  70  bis  80  kDa  oder  von 
Untereinheiten von Proteinkomplexen mit bis zu 900 kDa aufgenommen [105‐108]. 
1.3.1 Grundlagen	der	NMR‐Spektroskopie	
Der  NMR‐Spektroskopie  liegt  als  Prinzip  zugrunde,  dass  sich  das  magnetische  Moment  der 
Atomkerne  in  einem  homogenen  Magnetfeld  in  Energieniveaus  mit  unterschiedlichen  
Orientierungen aufspaltet. Eine eingestrahlte elektromagnetische Welle mit einer Frequenz, die dem 





Der  Kernspin  eines  Atoms  ist  eine  rein  quantenmechanische  Eigenschaft  und  kann  mit  den 
Eigenschaften der makroskopischen Welt bestenfalls umschrieben werden. Aus dem Kernspin eines 
Atoms  ergibt  sich  das magnetische Moment  µ  des  Atomkerns. Magnetische  Atomkerne  verfügen 




















wird  als  Larmor‐Frequenz  bezeichnet  und  entspricht  der  Resonanz‐Frequenz  der Atomkerne.  Eine 
eingestrahlte Radiowelle kann einen Übergang zwischen den Energiezuständen der Kerne induzieren, 
wenn  die  Frequenz  der  Radiowelle  der  Larmor‐Frequenz  des  untersuchten  Kerns  entspricht.  Die 
Larmor‐Frequenz  ist  für  jede Kernsorte  verschieden und abhängig  von der  Stärke des homogenen 
Magnetfeldes  B0  und  des  gyromagnetischen  Verhältnisses  γ  eines  gegebenen  Atomkerns.  Das 
gyromagnetische Verhältnis γ ist für jede Kernsorte eine Konstante [105].  
Der wichtigste Atomkern  für die NMR‐Spektroskopie  ist das Proton  (1H). Ebenfalls von besonderer 
Bedeutung  für  die  Proteinstrukturaufklärung  sind  die  magnetischen  Kerne  13C  und  15N.  Letztere 
verfügen  bezogen  auf  1H  allerdings  über  eine  geringere  natürliche  Häufigkeit  und  über  ein 
schwächeres gyromagnetisches Verhältnis [104, 109].   






Molekül,  durch  dessen  chemische  Umgebung  entweder  verstärkt  oder  abgeschwächt werden.  In 
einem Molekül können somit Atomkerne derselben Kernsorte unterschiedlich starken Magnetfeldern 
ausgesetzt  sein  (B0  ≠ Beff) und  somit  eine Verschiebung  in der Resonanzfrequenz  erfahren. Dieser 
Effekt bewirkt, dass sich  im eindimensionalen NMR‐Spektrum aus der Gesamtmenge aller Protonen 
eines  Peptides  eine  Vielzahl  von  separat  detektierbaren  Signalen  ergeben  und  nicht  bloß  ein 
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einzelnes  Signal  [109].  Im  Falle  von  Peptiden  und  Proteinen  ist  die  Strukturierung  der 
Aminosäurekette  durch  das  Ausbilden  von  Sekundär‐  und  Tertiärstruktur  einer  der wesentlichen 
Faktoren für das Auftreten von chemischen Verschiebungen.  
Bringt man eine NMR‐Probe in ein homogenes Magnetfeld ein, teilen sich die Kernspins ihrer Atome 
entsprechend  der  von  ihnen  besetzbaren  Energieniveaus  auf.  Der  energieärmere  α‐Zustand wird 
dabei  favorisiert.  Da  die  Energieunterschiede  der  Niveaus  unterhalb  der  Größenordnung  der 
thermischen  Bewegung  liegen,  ist  der  Unterschied  in  der  Besetzung  der  Niveaus  äußerst  gering 




Besetzung  der  Energieniveaus.  Hieraus  resultiert  die  vergleichsweise  geringe  Stärke  der  zu 
detektierenden NMR‐Signale [105, 109].   
Kerne mit einer Kernspinquantenzahl von I gleich ½ wie 1H lassen sich anschaulich als Vektormodell 
darstellen.  Die magnetischen Momente  der  einzelnen  Kernspins  einer  Probe  lassen  sich  zu  einer 
Gesamtmagnetisierung M0 addieren. Die Größe der Gesamtmagnetisierung wird beeinflusst von der 
Feldstärke  B0  der  Anzahl  der  Spins  und  der  Temperatur  der  untersuchten  Probe.  Im  thermo‐
dynamischen  Gleichgewicht  existiert  nur  eine Magnetisierung Mo entlang  der  Hauptachse  B0  des 






makroskopische  M0‐Magnetisierung  im  thermodynamischen  Gleichgewicht.  Aufgrund  eines  geringen  Besetzungs‐
unterschiedes summiert sich die Magnetisierung zu M0 auf. Mitte: Ein Radiofrequenzpuls entsprechender Stärke rotiert die 
Magnetisierung um die Einstrahlungsachse  in die  xy‐Ebene. Rechts: Nach dem 90°‐Puls  sind beide Energieniveaus gleich 






Resonanz‐Frequenz  der  Kerne,  so  folgt  eine  Rotation  der  Magnetisierung  M0  um  die 
Einstrahlungsachse  in  die  xy‐Ebene  (Abbildung  1‐6,  Mitte).  Mit  einer  entsprechenden  Wahl  des 
Frequenzpulses  kann  die  M0  Magnetisierung  komplett  in  eine  My  Magnetisierung  umgewandelt 
werden. Ein solcher Puls wird als 90°‐Puls bezeichnet. Die Entstehung der My Magnetisierung erklärt 
sich wie  folgt: Da M0 nun gleich null  ist,  folgt, dass die beiden Energieniveaus gleich besetzt  sind. 
Zudem  sind  die Magnetisierungsdipole  nicht mehr  gleichmäßig  um  die  z‐Achse  verteilt,  sondern 
präzedieren  leicht  gebündelt  um  die  z‐Achse.  Dadurch  summiert  sich  makroskopisch  die  My 
Magnetisierung auf (Abbildung 1‐6, rechts) [105, 109]. Die Änderung in der Gesamtmagnetisierung in 
Folge  des  eingestrahlten  Radiowellenpulses  führt  zur  elektromagnetischen  Induktion  eines 
elektrischen Stroms in der Detektionsspule des NMR‐Spektrometers.  
Bei  der Magnetisierung  nach  dem  Radiofrequenzpuls  handelt  es  sich  um  einen  vorübergehenden 
Effekt. Nach der Änderung des Magnetisierungszustandes von M0 zu My  ist das System bestrebt,  in 
seinen  ursprünglichen  thermodynamischen  Gleichgewichtszustand  M0  entlang  des  nach  wie  vor 
vorhandenen Magnetfelds B0 zu gelangen. Dieser Effekt wird als Relaxation bezeichnet und ist durch 
die longitudinale Relaxationszeit T1 und die transversale Relaxationszeit T2 gekennzeichnet. Ursachen 
für  die  Relaxation  sind  die  Interaktionen  der  Spins  mit  ihrer  Umgebung  (T1)  und  die 
Wechselwirkungen  der  Spins  untereinander  (T2).  Die  T1‐Relaxation  (eine  bis  mehrere  Sekunden) 
beeinflusst die Schnelligkeit mit der Experimente hintereinander an einer Probe ausgeführt werden 
können. Die T2‐Relaxation wird beeinflusst von der Molekülgröße.  Im Falle von kleinen Molekülen 
entspricht  T2  ungefähr  T1,  für  große  Peptide  ist  T2  deutlich  kleiner  T1.  Die  T2‐Relaxation  wirkt 
limitierend auf die Lebensdauer des NMR‐Signals. Aufgrund der T2‐Relaxation wird das NMR‐Signal 
als  gedämpfte  Schwingung,  bezeichnet  als  FID  (freier  Induktionszerfall,  free  induction  decay), 
gemessen.  Zudem  führt  eine  verringerte  Relaxationszeit  T2  zu  einer  größeren  Linienbreite  der 
Resonanzsignale, die Auflösung und die Empfindlichkeit der Spektren verringert sich. Dieser Umstand 
erklärt die Größenbeschränkung der NMR‐Spektroskopie auf in der Regel unter 50 kDa [105, 106].  
Die  einfachste  Form  der NMR‐Spektroskopie  stellt  das  eindimensionale  (1D‐)  Experiment  dar. Die 
gepulste  1D‐Fourier‐Transormations‐Spektroskopie  besteht  aus  zwei  Phasen,  der  Präparation  und 
der Detektion. Im einfachsten Falle besteht die Präparationsphase aus einem einzelnen 90° Puls der 
die Gesamtmagnetisierung M0 von der z‐Achse in die xy‐Ebene dreht. Während der Detektionsphase 
wird  durch  die  nun  in  der  xy‐Ebene  präzedierenden  Kerne  eine  Spannung  in  der Detektionsspule 
induziert, die aufgrund der Relaxationszeit T2 abnimmt. Diese Spannung wird aufgezeichnet und der 








Signalen  aufgrund  von  Magnetisierungstransfers,  was  Rückschlüsse  auf  die  räumliche  Nähe  der 
beteiligten Kerne erlaubt. 
Für  das  homonukleare  zweidimensionale NMR‐Experiment wird  die  Abfolge  von  Präparation  und 
Detektion  um  die  Phasen  Evolutionszeit  und  Mischsequenz  erweitert  (siehe  Abbildung  1‐7). 
Homonuklear  bedeutet,  dass  ein  Magnetisierungstransfer  zwischen  Kernen  gleicher  Art  (1H) 
hervorgerufen  wird.  Nach  dem  90°  Puls  der  Präparationsphase  können  die  Kerne  während  der 
Evolutionszeit präzedieren. Im Zuge der Mischphase wird die Magnetisierung der Kerne am Ende der 
Evolutionszeit abgefragt und die Magnetisierung der angeregten Kerne, so fern möglich, übertragen. 
In  der  Detektionsphase  wird  die  Magnetisierung  der  in  der  Mischphase  angeregten  Kerne 
aufgezeichnet.  Entsprechend  dem  1D‐Spektrum  wird  der  gemessene  FID  über  die  Fourier‐
Transformation  in ein Spektrum übersetzt. Durch Wiederholungen des Experiments mit  jeweils um 




Abbildung  1‐7:  2D‐Experiment  Schemata und  schematische Darstellung  von Kreuz‐  und Diagonalsignalen.  Links oben: 
Allgemeine  Schemazeichnung  eines  2D‐NMR  Experiments  bestehend  aus  vier  Blöcken.  Links  unten:  Schematische 
Darstellung des 2D‐NOESY‐Experiments. Insgesamt werden drei 90° Pulse eingestrahlt. Während der Detektionsphase wird 
der  FID  aufgezeichnet.  Rechts:  Schematische Darstellung  von Diagonalsignalen  und  Kreuzsignalen. Wenn  zwei  Kerne  in 
einem 2D‐Experiment korrelieren  (A und B), wird am Schnittpunkt  ihrer horizontalen und vertikalen Frequenzachsen ein 
Kreuzsignal (X) detektiert (verändert nach Wüthrich 1986).  
Hierdurch  ergibt  sich  ein  weiterer  FID  in  Richtung  der  zunehmenden  Evolutionszeit.  Durch  eine 
weitere Fourier‐Transformation in dieser Richtung entsteht das endgültige 2D‐Spektrum [105].  
Die  für  die  homonukleare  Strukturaufklärung  wesentlichen  Experimente  sind  das  TOCSY‐ 
(vollständige  Korrelationsspektroskopie,  total  correlation  spectroscopy)  und  das  NOESY‐ 
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(Spektroskopie  mit  Kern‐Overhauser‐Effekt  und  Austausch,  nuclear  overhauser  and  exchange 
spectroscopy)  Experiment.  Im  homonuklearen  zweidimensionalen  TOCSY‐Experiment  werden  1H 
Kerne über skalare Kopplungen korreliert. Die beiden Frequenzachsen eines homonuklearen TOCSY‐
Spektrums geben die chemische Verschiebung der gleichen Kernsorte an, die der  1H Kerne. Findet 
zwischen  zwei  Kernen  ein  Magnetisierungstransfer  statt,  so  resultiert  daraus  ein  Kreuzsignal.  In 
beiden  Dimensionen  kommt  es  zu  unterschiedlichen  chemischen  Verschiebungen.  Wird  keine 
Magnetisierung zwischen zwei Kernen übertragen, entsprechen sich die chemischen Verschiebungen 
auf der x‐ und y‐Achse und es ergibt sich ein Signal auf der durch das Spektrum laufenden Diagonalen 
(Abbildung  1‐7)  [105].  Das  TOCSY‐Spektrum  ermöglicht  im  Idealfall  die  Identifizierung  einer 
gegebenen  Aminosäure,  da  sich  hier  die  Magnetisierung  stufenweise  von  einem  Startproton 
aufgrund der  skalaren Kopplung über das gesamte  Spinsystem einer Aminosäure  verteilt.  So  kann 
eine Korrelation  zwischen dem Startproton und der Abfolge aller über bis  zu drei Atombindungen 
jeweils  untereinander,  somit  auch    indirekt  mit  dem  Startkern,  verbundenen  Protonen  einer 
Aminosäure beobachtet werden. Man spricht  in diesem Falle von einem Spinsystem. Die gewählte 
Mischzeit beeinflusst dabei die Anzahl der beobachteten Signale eines Spinsystems. Eine Verbindung 
zwischen  zwei  benachbarten  Aminosäuren  kann  nicht  detektiert  werden,  da  ein 
Magnetisierungstransfer über die  Peptidbindung  nicht  auftreten  kann. Da  jedoch die  Spinsysteme 
der Aminosäuren nicht alle über ein einmaliges Signalmuster verfügen, können anhand des TOCSY‐
Spektrums nur die Aminosäuren mit einem eindeutigen Muster, und  auch nur dann, wenn  sie  im 
Peptid nicht mehrfach vorhanden sind, eindeutig einer Sequenzposition zu geordnet werden  [104]. 
Im  NOESY‐Experiment  (Abbildung  1‐7)  beruht  der  Magnetisierungstransfer  auf  dem  Kern‐
Overhauser‐Effekt  (NOE,  nuclear  overhauser  effect).  Hierbei  wird  die  Magnetisierung  durch  den 
Raum aufgrund der dipolaren Wechselwirkung der Kernspins übertragen. Man spricht von dipolarer 
Kopplung. Dipolare Kopplungen können beobachtet werden, wenn die koppelnden Kerne  räumlich 
nicht  weiter  als  5  Å  auseinander  liegen  sind,  da  die  Intensität  der  dipolaren  Kopplung 
näherungsweise umgekehrt proportional  zur  sechsten  Potenz  der  zwischen  den  Kernen  liegenden 
Distanz ist.  
Die  homonukleare  2D‐NMR‐Spektroskopie  eignet  sich  nur  bedingt  für  die  Strukturaufklärung  von 
Peptiden mit  einer Masse  von mehr  als  10  kDa,  insbesondere  da  die  Anzahl  an  detektierbaren 
Signalen so groß wird, dass in einem 2D‐Spektrum mit einer Vielzahl von Überlagerungen zu rechnen 
ist. Diese  Problematik  kann  durch  den  Einsatz  höher  dimensionaler,  sowie  heteronuklearer NMR‐
Experimente kompensiert werden. Bei den zusätzlichen magnetischen Kernen der heteronuklearen 






Es wurde beobachtet,  dass p28  die Bindung  des  löslichen  IL‐6/IL‐6‐Rezeptor  Komplexes  an  gp130 
kompetitiv blocken kann [37]. Da die Tertiärstruktur von p28 nicht aufgeklärt ist, ergab sich die Frage, 
ob  sich  die  Grundlage  dieser  kompetitiven  Hemmung  modellhaft  erklären  ließe.  Ein  Ziel  war 








Tertiärstruktur  der  Chimäre 3  in  Lösung  aufgeklärt  werden.  Dies  ermöglichte  den  Vergleich  der 












mittels  eines  Algorithmus  zur  Erkennung  des  Faltungsmusters  aus  dem  ProHit  Programmpaket 
(ProCeryon Biosciences GmbH, Salzburg, Österreich) ein  strukturbasiertes alignment des humanen 
IL‐6,  humanen  p28  und  murinen  p28  erstellt.  Basierend  auf  diesem  alignment  wurde  das 
Tertiärstrukturmodell des humanen p28 generiert. Dafür wurden die Aminosäurereste der Matrize 
(IL‐6)  gegen  die  Aminosäurereste  von  p28  ausgetauscht.  Insertionen  und  Deletionen  in  der 
Primärstruktur von p28 wurden mittels eines Datenbank‐Suchverfahrens der WHATIF Software [110] 
modelliert. Die Darstellungen der Tertiärstrukturen von p28 und  IL‐6 erfolgte mittels der Software 
MOLMOL‐2K.2  [111]. Die Röntgenkristallstruktur des humanen  IL‐6/IL‐6Rα/gp130 Komplex  (Protein 
DataBank Zugangscode 1p9m) [112] diente als Grundlage für das Modell der Interaktion von p28 und 
















Murines  p28  im  Expressionsvektor  pET28a  wurde  mittels  Hitzeschock  in  den  Expressionsstamm 
E. coli BL21 (DE3) transformiert. 50 µl einer chemisch‐kompetenten Bakteriensuspension wurden auf 
Eis aufgetaut, mit 100 ng des Expressionskonstrukts gemischt und für 10 min auf Eis  inkubiert. Der 
Hitzeschock  erfolgte  durch  eine  Inkubation  bei  42  °C  im  Thermomixer  Compact  (Eppendorf  AG, 
Hamburg), gefolgt von einer Inkubation auf Eis für 1 min. Im Anschluss wurde zu den transformierten 






Rekombinantes  mp28  wurde  in  E.  coli  BL21  (DE3)  exprimiert,  sämtliches  LB‐Medium  enthielt 





(OD)  der  Bakteriensuspension  bestimmt,  hierfür wurde  die  Extinktion  bei  600  nm  (OD600)  im UV‐
Spektrometer U‐2001 (Hitachi High‐Technologies Europe GmbH, Krefeld) gemessen. Bei einer OD600 
von 0,6 wurde die Expression mit 1 mM  Isopropyl‐β‐D‐thiogalactopyranosid  (IPTG, ≧ 99 %,  für die 
Biochemie)  induziert  und  die  Kultur  für  weitere  5  h  inkubiert.  Nachfolgend  wurde  die 
Expressionskultur  in der  Zentrifuge  Sorvall RC‐5B RSC  (Thermo  Fisher  Scientific  Inc., MA, USA) bei 




resuspendiert.  Der  Aufschluss  der  Zellen  erfolgte mittels  des Ultraschall‐Homogenisator  Sonopuls 
HD2200 und der Sonotrode SH213G mit einem TT13‐Titanteller (Bandelin GmbH & Co. KG, Berlin) bei 
einer Leistung von 30 %, einer Beschallungsdauer von 1 min und einem Pulsintervall von 60 %. Die 
Probe wurde  dabei  auf  Eis  gelagert  und  dreimal  eine Minute mit  obigen  Einstellungen  beschallt, 
dazwischen lag jeweils eine Kühlpause von einer Minute. Anschließend wurde die Suspension in der 















dreimal wiederholt.  Im  Anschluss wurde  die  dialysierte  Probe  bei  47808  g  und  4  °C  für  30 min 
zentrifugiert, das Sediment verworfen, der Überstand mittels eines Spritzenvorsatzfilters mit 0,20 µm 
Porengröße  (Sartorius  Stedim  Biotech  GmbH,  Göttingen)  gefiltert.  Das  Filtrat  wurde  mit  einer 




Die  konzentrierte  Proteinlösung  wurde  mittels  einer  HiLoad  16/60  Superdex  75  prep  grade 
Größenausschlusssäule  (GE  Healthcare  Europe  GmbH,  Freiburg)  und  einem  Äkta‐Explorer 
Chromatographiesystem  (GE  Healthcare  Europe  GmbH,  Freiburg)  aufgetrennt.  Der  Laufpuffer 
entsprach  dem  Probenpuffer  (50  mM  Essigsäure/Actetat,  300  mM  NaCl,  pH  4,0).  Die  Trennung 
erfolgte  bei  einer  Flussrate  von  1  ml/min  und  4  °C.  Das  Elutionsprofil  wurde  bei  280  nm 
aufgezeichnet, das Eluat in 1 ml Fraktionen gesammelt. Eine Größenabschätzung konnte mittels der 
Größenstandards  des  Gel  Filtration  Calibration  Kits  (GE  Healthcare  Europe  GmbH,  Freiburg) 
vorgenommen werden. Die mp28 Fraktionen wurden entsprechend des Elutionsprofils gesammelt. 










wurden 1:1 mit  zweifach  konzentriertem  Laemmli‐Puffer  gemischt und 5 min bei 95  °C  inkubiert. 
Nachfolgend wurden die Proben in die Lauftaschen des Sammelgels eingebracht, der Puffertank der 
Gelkammer mit 350 ml SDS‐Laufpuffer gefüllt. Die gelelektrophoretische Trennung erfolgte bei einer 














Nach  der  diskontinuierlichen  Gelelektrophorese wurden  die  aufgetrennten  Proteinbanden mittels 




Die  Proteine wurden  nach  der  diskontinuierlichen  Gelelektrophorese mittels  einer  Transblot®  SD 










dreimal mit TBS‐T gewaschen. Die  Inkubation mit dem  sekundären Antikörper erfolgte  für 1 h bei 
Raumtemperatur. Abschließend wurde die Membran jeweils dreimal mit TBS‐T und TBS gewaschen. 






auf  biologische  Aktivität  getestet.  Hierfür wurden  Vitalitätsversuche  an murinen  IL‐3  abhängigen 





resuspendiert.  In  einem  finalen  Volumen  von  100  µl  wurden  die  Zellen  für  zwei  Tage  mit 
verschiedenen Zytokinkonzentrationen bei 37 °C mit 5 % CO2 in einem Inkubator mit Wasserdampf‐
gesättigter  Atmosphäre  inkubiert.  Ansätze  ohne  Zytokin  dienten  als Negativkontrolle. Mittels  des 
CellTiter‐Blue®  Cell  Viability  Assay  Kits  (Promega  GmbH,  Mannheim)  wurde  die  Proliferation 
entsprechend der Angaben des Herstellers bestimmt. Das Auslesen des Tests geschah mittels eines 
Lambda  Fluoro  320  Fluorimeters  (BioTek  Inc.,  VT,  USA)  und  der  Datenaufnahme‐  und 
Analysesoftware KC4 (BioTek Inc., VT, USA) bei einer Extinktion von 560 nm und einer Emission von 












Peptid  für  24  h  bei  37  °C  inkubiert.  Um  das  Guanidinhydrochlorid  und  das  Glutathion  des 





ausgetauscht.  Abschließend  wurde  die  Proteinlösung  aus  der  Dialysekammer  entnommen  und 
bei ‐20 °C gelagert. 
2.2.2 Gradienten	RP‐HPLC	
Die   Gradienten RP‐HPLC  (reverse phase‐high performance  liquid chromatography, Umkehrphasen‐
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) wurde mittels einer Grace Vydac 218TP510 Protein und 
Peptid C18‐Säule (W.R. Grace & Co., MD, USA) und einem Jasco 880‐PU HPLC‐Pumpensystem (Jasco 
Labor‐  und  Datentechnik  GmbH,  Gross‐Umstadt)  durchgeführt.  Die  Flussrate  betrug  dabei 
2,0 ml/min, die Trennsäule wurde mit 100 % HPLC‐Puffer A  für 5 min äquilibriert.  Jeweils 1 ml des 
Chimäre 3 Dialyseansatzes wurde mit 4 µl Trifluoressigsäure auf einen pH‐Wert von 3,0 eingestellt, 
die  Probe  für  10 min  bei  20000  g  und  4  °C  in  einer  Eppendorf  5417  Zentrifuge  (Eppendorf  AG, 














Kühlfalle  betrug  dabei  ‐85  °C,  der Druck  0,025 mbar. Die  lyophilisierten  Proben wurden  luftdicht 
verschlossen bei ‐20 °C gelagert. 
2.2.4 Ellman‐Reaktion	
Die  Ellman‐Reaktion  kann  zum  Nachweis  freier  Thiolgruppen  in  einer  Proteinprobe  eingesetzt 
werden [117]. Die Methode beruht auf der Reaktion von DTNB (5,5‘‐Dithiobis‐(2‐nitrobenzoesäure)) 
mit einer  freien Thiolgruppe  zum Anion TNB  (5‐Thio‐2‐nitrobenzoat). Das Vorhandensein  von TNB 
wurde  photometrisch  bei  412  bestimmt.  Zur  Überprüfung  der  Chimäre  3  Präparation  auf  freie 
Thiolgruppen wurden  50  µl DTNB‐Lösung,  100  µl  1 M  TRIS‐HCl,  pH  8.0,  840  µl  ddH2O  und  10  µl 
Chimäre 3 Sublimat, gelöst  in ddH2O, gemischt. Als Kontrolle wurden Ansätze mit entsprechenden 
β‐Mercaptoethanol‐Konzentrationen  vorbereitet. Die  Proben wurden  10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert,  die  Absorption  wurde  bei  412  nm  im  Zweistrahlphotometer  U‐2001  (Hitachi  High‐
Technologies Corp., Tokyo,  Japan) gegen den Nullwert,  (ddH2O anstelle von   Chimäre 3  Lösung  im 
Reaktionsansatz) gemessen.  
2.2.5 Massenspektrometrie	















Die  Konzentrationsbestimmung  der  Proteinlösungen  erfolgte  photometrisch  bei  280  nm  in  einem 
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Die  Circulardichroismus‐  (CD‐)  Spektroskopie  an  Proteinen  beruht  auf  der  Messung  der 
unterschiedlichen Absorption  links‐ und  rechtszirkular polarisierten  Lichts an den Peptidbindungen 
des  Proteinrückgrats.  Mittels  CD‐Spektroskopie  wurden  die  renaturierten  Proteine  auf  die 





aufgenommen.  Die  Elliptizität  der  jeweiligen  Probenpuffer  wurde  aus  den  Probenspektren 
herausgerechnet.  Die  Spektren  wurden,  wenn  angegeben,  mit  der  Datenaufnahme‐  und 
Analysesoftware  Spectra  Manger  (Jasco  Corp.,  Tokyo,  Japan)  rechnerisch  (Methode:  binominal) 
geglättet. Die Untersuchung der Temperaturstabilität  erfolgte  im Bereich  von 20  °C bis 90  °C, die 
Temperaturänderung  betrug  1  °C  pro Minute,  das  Signal  bei  230  nm  wurde  aufgezeichnet.  Die 
Kalibration des CD‐Spektropolarimeters erfolgte nach der Methode  von Chen und Yang  [119]. Die 
gemessene  Elliptizität  (θλ  in  mgrad)  wurde  auf  die  mittlere  molare  Masse  aller  im  Protein 













Zur  Aufnahme  der  NMR‐Spektren  wurde  lyophilisiertes  Chimäre  3  Peptid  in  320  µl  NMR‐





Alle  zur  Ermittlung  der  Tertiärstruktur  eingesetzten  NMR‐Spektren  (Tabelle  2‐2)  wurden  von 
Professor Dr. Frank Sönnichsen (Institut für Organische Chemie der Christian‐Albrechts‐Universität zu 









pH‐Wert  Temperatur (K)  Mischzeit (ms)  t1  t2  F1  F2 
2D‐1H‐TOCSY [120‐122] (Peptidkonzentration: 0,53 mM) 
5,7  298  60  4096  512  7211  7211 
4,6  308  60  4096  512  7211  7211 
4,6  278  60  4096  512  7211  7211 
4,6  298  60  2048  256  6009  6009 
4,6  298  60  4096  512  7211  7211 
4,6  298  85, 120  2048  256  6602  6602 
2D‐1H‐NOESY [122‐124] (Peptidkonzentration: 0,53 mM) 
5,7  298  100, 200  4096  512  7211  7211 
4,6  298  80, 120, 160, 200  4096  512  7211  7211 
2D‐1H‐TOCSY [120‐122] (Peptidkonzentration: 0,66 mM) 
4,6  298  60  4096  512  7211  7211 
2D‐1H‐NOESY [122‐124] (Peptidkonzentration: 0,66 mM) 





Bedingungen  auf.  Zusätzlich  sind  die  komplexen  Datenpunkte  und  die  spektrale  Bandbreite  der 
aufgenommen  Spektren  erfasst.  Als  Referenz  für  die  chemischen  Verschiebungen  der  Protonen 






NMR‐spektroskopisch  nicht  detektiert wird.  Zur  Herstellung  des  D2O‐NMR‐Probenpuffers wurden 
5 ml NMR‐Puffer (20 mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH 5,8, mit DCl auf pH 4,6 eingestellt) lyophilisiert. Das 
Sublimat  wurde  im  Anschluss  in  5 ml  99,98 %  D2O  aufgenommen  und  erneut  lyophilisiert,  um 
möglichst  alle Protonen des Puffers  gegen Deuteronen  auszutauschen. Das  finale  Sublimat wurde 
ebenfalls  in  99,98 %  D2O  gelöst,  der  pH‐Wert  überprüft  und  der  so  erhaltene  deuterierte 
Phosphatpuffer  zum  Lösen  von  Chimäre 3  Sublimat  eingesetzt.  Die  Konzentration  der  Chimäre 3 
Probe  im  deuterierten  Puffer  betrug  0,66 mM.  Hiervon  wurden  300 µl  in  ein  Shigemi‐Röhrchen 
(Shigemi Co. LTD., Tokjo,  Japan) überführt. Die D2O‐NMR‐Spektren wurden von Professor Dr. Frank 




Ziel  der  von  Kurt  Wüthrich  entwickelten  sequenzspezifischen  Zuordnung  [104]  ist  es,  jedem  im 
Spektrum detektierten Signal ein Proton des Proteins zuzuordnen. Vorausgesetzt wird dabei, dass die 




identifiziert.  Durch  einen  Abgleich  von  TOCSY‐  und  NOESY‐Spektrum  können  die  intraresidualen 




Ketten  von  benachbarten  Aminosäuren  gebildet.  Dafür  wurden  von  jeder  im  TOCSY‐Spektrum 
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identifizierten  Aminosäure  im  NOESY‐Spektrum  die  benachbarten  Aminosäuren  ermittelt.  Sich 
ergebende  Dipeptide  wurden  in  der  Folge  zu  Oligopeptiden  erweitert.  Die  Identifikation  von 
Aminosäuren  anhand  ihres  Spinsystems  erfolgte  im  Wesentlichen  mittels  des  120  ms  TOCSY‐
Spektrums, gemessen bei pH 4,61 und einer Temperatur von 298 K. Weitere TOCSY‐Spektren wurden 





Die  homonukleare  2D‐NMR‐Spektroskopie  ermöglicht  es,  sowohl  Daten  aufgrund  chemischer 
Verschiebungen  einzelner  Kerne,  als  auch  Informationen  zum  Abstand  zwischen  den  Kernen  zu 





Die  ermittelten  Abstände  wurden  mittels  einer  r6  Funktion  kalibriert,  dabei  wurde  die  mittlere 
Intensität aller NOEs einer Distanz von 2,7 Å gleichgesetzt, die Toleranz betrug das 0,125 fache des 
jeweiligen  Abstandes  zum  Quadrat.  Die  Intensität  der  Methylgruppen  wurde  halbiert.  Die 
Abstandsinformationen  wurden  zur  Berechnung  der  Struktur  in  das  Programm  CYANA  2.1  [127] 
eingelesen. Für die drei Disulfidbrücken des Peptids wurden 18 zusätzliche Abstände eingefügt,  für 
die jeweilige Brücke galt 
	2,0	 ൑ ݀	ቀ ௜ܵఊ, ௝ܵఊቁ ൑ 2,1	Å; 	3,0	 ൑ ݀	 ቀܥ௜ఉ, ௝ܵఊቁ ൑ 3,1	Å; 	3,0	 ൑ ݀	 ቀ ௜ܵఊ, ܥ௝ఉቁ 	3,1	Å.	  
Zehn  weitere  Abstände  wurden  für  die  identifizierten  Wasserstoffbrücken  berücksichtigt,  der 
Abstand  zwischen Akzeptorsauerstoffatom  und Donatorwasserstoffatom  betrug  1,8  bis  2,0 Å,  der 







graphischen  Darstellung  der  Struktur  wurde  das  Programm  MOLMOL‐2K.2  [111]  eingesetzt.  Die 




erfolgte mittels  des  Programms  PROCHECK  [130]. Die Oberflächendarstellungen wurden mit  dem 
Programm GRASP2  [131] generiert. 
2.5.6 Der	chemische	Verschiebungsindex	
Der  chemischen  Verschiebungsindex  (CSI,  chemical  shift  index)  [132]  ist  eine  Methode  zur 
Vorhersage von Sekundärstrukturelementen in Proteinen. Der CSI basiert auf der Beobachtung, dass 
die  Lage  eines  Aminosäurerestes  in  einem  Sekundärstrukturelement  eine  charakteristische 
chemische  Verschiebung  des  Resonanzsignals  ihres  Hα‐Protons  bewirkt.  Das  Resonanzsignal  des 
Hα‐Protons  einer  Aminosäure  ist  in  einer  α‐Helix  hochfeldverschoben  und  in  einem  β‐Faltblatt 
tieffeldverschoben. Das Auftreten der Verschiebungen ist dabei weitestgehend unabhängig von den 
gewählten Lösungsmittelbedingungen. Eine Liste der chemischen Verschiebungen aller zugeordneten 
Aminosäuren  der  Chimäre 3  wurde  mit  dem  Programm  NMRView  [126]  erstellt.  Die 
Resonanzfrequenzen der Hα‐Protonen wurden  festgehalten,  alle weiteren  in der  Liste enthaltenen 
Resonanzfrequenzen verworfen. Für die zugeordneten Glycine wurde der Mittelwert aus den beiden 
Hα‐Protonensignalen gebildet. Es folgte ein Abgleich der gemessen Hα‐Protonen‐Resonanzfrequenzen 
von  Chimäre 3  mit  den  mittleren  Resonanzfrequenzen  der  entsprechenden  Hα‐Protonen  von 
Aminosäureresten in ungeordneten Proteinbereichen. Diese von Wishart et al. empirisch ermittelten 
Frequenzspannen  wurden  der  Originalarbeit  entnommen  [132].  Die  gemessene  Frequenz  des 
jeweiligen  Hα‐Protons    kann  in  dieser  Spanne  (0),  darunter  (‐1)  oder  darüber  (+1)  liegen.  Die 
Auswertung geschah nach folgendem Muster: Eine Gruppe von vier oder mehr ‐1 Aminosäuren, nicht 
unterbrochen  von +1 Aminosäuren, entspricht einer  α‐Helix. Eine Gruppe  von mindestens drei +1 
Aminosäuren, nicht unterbrochen von einer  ‐1 Aminosäure, definiert einen β‐Strang. Alle weiteren 
Kombinationen  von  0,  ‐1  und  +1  stehen  für  ungeordnete  Proteinbereiche.  Die  lokale  Dichte  an 
nicht‐0  Aminosäuren  musste  dabei  70  %  übersteigen  um  eine  α‐  oder  β‐Region  zu  definieren, 
betrachtet über  jeweils vier bis fünf Aminosäuren. Ein Minium von drei +1 definiert einen β‐Strang, 
ein  Minimum  von  vier,  nicht  notwendigerweise  aufeinander  folgenden,  ‐1  eine  α‐Helix.  Die 
beidseitigen  Endpunkte  eines  Strukturelements  werden  durch  das  erstmalige  Auftreten  einer 
Aminosäure mit gegenteiligen Wert oder zwei aufeinanderfolgenden 0‐Aminosäuren angezeigt. Der 
Abgleich der detektierten Resonanzfrequenzen mit einer Frequenzspanne, anstelle eines absoluten 






Antikörper‐Puffer      1 % (w/v) Milchpulver in TBS‐T 
































 His‐Tag‐spezifischer, Spezies‐unspezifischer monoklonaler  IgG1 aus der Maus  (Cell Signaling 





Scientific  Inc.,  IL,  USA),  als  sekundären  Antikörper  im  Western  Blot  1:2000  verdünnt 
eingesetzt. 
 ImmunoPure® Peroxidase konjugierter Maus‐spezifischer  IgG aus der Ziege  (Thermo Fisher 







Das  vier‐Helix‐Bündel  Zytokin  p28 wurde  ursprünglich  als  Zytokinuntereinheit  des  heterodimeren 
IL‐27 beschrieben [30].  Aktuelle Publikationen diskutieren eine biologische Funktion des monomeren 
p28 [36, 37, 44, 45]. In der vorliegenden Arbeit wird ein Modell der Tertiärstruktur von p28 erstellt, 


















Software  [110] modelliert. Die modellierte  Tertiärstruktur  des  humanen  p28  entsprach  der  eines 






großen  α‐Helices  (A  ‐ D). Eine kurze  α‐Helix wird  im CD‐Schleifenbereich ausgebildet. Pfeile deuten die Orientierung der 





Die   Abbildung  3‐3  A  zeigt  die  Tertiärstruktur  des  Strukturmodells  von  humanem  p28. Die  durch 






Abbildung  3‐3  C  zeigt  eine  Superposition  von  p28  und  IL‐6. Die Überlagerung  zeigt,  dass  sich  die 







Moleküle  sind  in  derselben Orientierung  dargestellt.  A)  Band‐Modell  von  p28  (orange).  B)  Band‐Modell  von  IL‐6  (rot). 
C) Überlagerung der Band‐Modelle von p28 (orange) und IL‐6 (rot). N und C stehen für N‐ und C‐Terminus. 
3.1.3 Modell	zur	Interaktion	von	p28	und	gp130	













von  p28  und  der  positiven  Ladung  des  N‐Terminus  von  gp130  könnte  zudem  eine  Salzbrücke 






der hydrophoben  Interaktion der Seitenketten des  Leucinrestes 81  (p28) und des  Leucinrestes 3  (gp130),  sowie auf der 
Ausbildung einer Ionenbindung zwischen dem Glutamatrest 85 (p28) und dem N‐Terminus von gp130 basieren. 
Der  oben  beschriebene  Interaktionsmechanismus  beruht  auf  der  Interpretation  eines Modells.  Es 
kann deswegen nicht ausgeschlossen werden, dass in der Realität die Affinität von p28 zu gp130 auf 






Die Expression des murinen p28 erfolgte  in dem Escherichia  coli  Stamm BL21 DE3. Die Abbildung 
3‐5 A  zeigt  das  Ergebnis  der  gelelektrophoretische  Auftrennung  von  Proben,  die  der 
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Abbildung  3‐5: Murines  p28 wird  von  E.  coli  BL21  DE3  exprimiert  und  liegt  aggregiert  in  Einschlusskörpern  vor.  A) 
Gelelektrophoretische Trennung von Aliquots der Expressionskultur, entnommen vor der Induktion (t0), sowie eine bis vier 
Stunden nach  Induktion  (t1 bis  t4). Murines p28  lässt sich bereits eine Stunde nach  Induktion als deutliche Proteinbande 





blieb  die  Expression  des  mp28  unverändert  hoch.  Da  die  Zelldichte  der  elektrophoretisch 
analysierten  Proben  angeglichen  wurde,  lässt  sich  die  Ertragssteigerung  im  SDS‐Gel  nicht 
beobachten.  Die  Proteinmenge  erscheint  zu  den  entnommenen  Zeitpunkten  jeweils  unverändert 




Die  Einschlusskörper  wurden  isoliert,  sechs  Mal  durch  Ultraschallbehandlung  gereinigt  und  das 
Vorhandensein  von  mp28  in  der  finalen  Fraktion  durch  eine  Western  Blot  Analyse  bestätigt 






Einschlusskörperreinigung.  Nur minimale  Mengen  des  zu  reinigenden  mp28  finden  sich  im  Überstand  (Ü)  des  ersten 
Waschschritts. Die Einschlusskörperfraktion enthält  im ungewaschenen Zustand  (EKv) große Mengen von unerwünschten 
Proteinen.  Reinheitsgrad  der  Einschlusskörperfraktion  nach  erfolgter  Reinigung  (EKn).  B) Western  Blot mit  einem  anti‐
His‐Tag Antikörper. Signale werden im Überstand des ersten Waschschritts (Ü), in der gereinigten Einschlusskörperfraktion 
(EK) und in der Positivkontrolle (+, humanes CLC mit His‐Tag) detektiert. C) Western Blot mit einem spezifisch gegen mp28 
gerichteten  Antikörper.  Signale  werden  im  Überstand  des  ersten  Waschschritts  (Ü)  und  in  der  gereinigten 
Einschlusskörperfraktion (EK) detektiert. M, Marker; +, Positivkontrolle; ‐, Negativkontrolle. 
Um den Oligomerisierungszustand des  renaturierten Proteins nach der Dialyse  zu bestimmen und 














monomere  mp28.  Das  monomere  mp28  wurde  konzentriert,  der  Reinheitsgrad  anschließend 
gelelektrophoretisch überprüft  (Abbildung 3‐7 B). Die gelelektrophoretische Auftrennung der Probe 
resultierte  in  zwei  Proteinbanden,  die  stärkere  obere  Bande  enthielt  mp28  mit  His‐Tag,  die 
schwächere  untere  Bande  deutet  auf  das  Vorhandensein  einer  His‐Tag  freien mp28  Variante  an. 
Diese Vermutung wurde durch die Western Blot Analysen der Einschlusskörper‐Fraktionen gestützt. 
Mittels  anti‐His‐Tag  Antikörper  wurde  nur  eine  Bande, mit  einem  spezifischen mp28  Antikörper 
jedoch  ebenfalls  zwei  Banden  detektiert  (Abbildung  3‐6). Dass mp28  in monomerer  Form  vorlag, 
konnte anhand dynamischer Lichtstreuung bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). 
3.1.6 Analyse	der	Sekundärstruktur	von	p28	mittels	CD‐Spektroskopie	
Eine    Analyse  der  Sekundärstruktur  des  renaturierten  murinen  p28  erfolgte  mittels  der 
Circulardichroismus‐Spektroskopie  (CD‐Spektroskopie).  Die  Abbildung  3‐8  zeigt  das  typische 












Das  gereinigte  monomere  mp28  wurde  von  Dr.  Christoph  Garbers  aus  der  Arbeitsgruppe  von 
Professor  Dr.  S.  Rose‐John/Professor  Dr.  J.  Scheller  des  Biochemischen  Instituts  der  Christian‐
Albrechts‐Universität  zu  Kiel  auf  biologische  Aktivität  getestet.  Hierfür  wurden  Proliferations‐
untersuchungen  mit  murinen  Ba/F3‐Zellen  durchgeführt.  Die  Ba/F3‐Zellen  waren  aufgrund  der 
rekombinanten Expression der Rezeptoren gp130 und IL‐6Rα, gebunden an GFP, und der endogenen 
Expression des Rezeptors WSX‐1 für murines p28 ansprechbar. Die Abbildung 3‐9 zeigt, dass murines 
p28  die  Proliferation  der  Test‐Zelllinie  auslösen  konnte.  Der  beobachtet  Effekt  erwies  sich  als 
konzentrationsabhängig:  100   ng/ml  Protein  entsprach  der  mittleren  Proliferation  induzierenden 




Abbildung  3‐9:  Proliferationstest  mit  rekombinantem  murinen  p28. Murine  Ba/F3‐gp130‐mIL‐6Rα  Zellen  wurden mit 
Hyper‐IL‐6  (HIL‐6),  humanem  IL‐6  (hIL‐6)  und murinem  p28  (mp28)  inkubiert,  die  resultierende  Proliferation  der  Zellen 
bestimmt und als normalisierte Fluoreszenzintensität angegeben. NK: Negativ‐Kontrolle (kein Zytokin). Dargestellt sind der 








Chimäre  3  verfügt  über  eine  im  Vergleich  zu  den  Ursprungspeptiden  gesteigerte  antimikrobielle 
Aktivität.  In  der  vorliegenden  Arbeit  sollte  die  Tertiärstruktur  der  Chimäre  3  mittels  NMR‐
Spektroskopie aufgeklärt  werden. 
3.2.1 Renaturierung	und	Reinigung	von	Chimäre	3	
Lyophilisiertes  Chimäre  3  Peptid  wurde  in  10  mM  HCl  gelöst  und  mittels  Inkubation  in 
Renaturierungspuffer  rückgefaltet. Um eine Kontamination der Affinitätschromatographiesäule mit 
Guanidiniumchlorid  zu  vermeiden, wurde  vor der Reinigung des Peptids der Renaturierungspuffer 
durch  Dialyse  gegen  einen  geeigneten  Laufpuffer  getauscht.  Die  Reinigung  und  Auftrennung  der 


















Das  Vorhandensein  von  ausschließlich  geschlossenen  Disulfidbrücken  wurde  mittels  der  Ellman‐




von  Professor  Dr.  Rainer  Podschun  am  Institut  für  Infektionsmedizin  des  Universitätsklinikums 
Schleswig‐Holstein durchgeführt. Es zeigte sich, dass das gereinigte Peptid in mikro‐ bis nanomolarer 
Konzentration  gegen  verschiedene Mikroorganismen  aktiv  ist.  Das Wirkspektrum  umfasste  dabei 










Abbildung 3‐12  zeigt den  charakteristischen Kurvenverlauf eines CD‐Spektrums  für Chimäre 3. Die 
Verlaufsform  der  Kurve  deutete  auf  das  Vorhandensein  eines  β‐Faltblatts  hin.  Typische  Elemente 
























bei  unterschiedlichen  pH‐Werten,  verschiedenen  Temperaturen  und  mit  unterschiedlichen 
Mischzeiten aufgenommen wurden. Aufgrund eines günstigen Signal‐zu‐Rauschen Verhältnisses und 
einer hohen Anzahl  von detektierten  Signalen wurde die  Strukturaufklärung mit  Spektren, die bei 
einem pH‐Wert von 4,6 und einer Temperatur von 298 K aufgenommen wurden, durchgeführt.  
3.2.4.1 Das	homonukleare	2D‐TOCSY‐Experiment	
Im  homonuklearen  zweidimensionalen  TOCSY‐Experiment  korrelieren  die  1H  Kerne  über  skalare 
Kopplungen.  Die  Signale  des  TOCSY‐Spektrums  ermöglicht  im  Idealfall  die  Identifikation  einer 
gegebenen  Aminosäure,  anhand  ihres  charakteristischen  Spinsystems.  Da  im  TOCSY‐Spektrum 
ausschließlich  intraresiduale  Signale  beobachtet  werden,  wurden  TOCSY‐Spektren  sowohl  zur 
Identifizierung  von  einzelnen  Aminosäuren  als  auch  zur  Unterscheidung  von  interresidualen  von 
intraresidualen Signalen im NOESY‐Spektrum herangezogen (Abschnitt 3.2.4.3). 
Die Abbildung 3‐14  zeigt ein TOCSY‐Spektrum der Chimäre 3 mit einer Mischzeit von 120 ms. Die 
parallel  angeordneten  vertikalen  Signalreihen  stellen  die  aus  den  detektierten  Kreuzsignalen 
bestehenden Spinsysteme der Aminosäuren des Peptids dar. Die Spinsysteme haben  ihren Ausgang  
jeweils  in  einem  Startsignal  auf  der  diagonalen  Linie.  Die  auf  skalaren  Kopplungsnetzwerken 
beruhenden Spinsysteme sind aufgrund der intrinsischen chemischen Verschiebungen der beteiligten 
Protonen  für die  jeweilige Aminosäure  charakteristisch,  jedoch nicht  in  allen  Fällen  einmalig.  Eine 
eindeutige  Identifizierung  aufgrund  des  beobachteten  Spinsystems  ist  nur  für  die  Aminosäuren 












Abbildung  3‐15:  Das  typische  Kreuzsignalmuster  des  Spinsystems  der  Aminosäure  Threonin.  In  der  Grafik  sind  die 
unterhalb der Diagonalen  liegenden Kreuzsignale aus Gründen der Übersicht nicht dargestellt.  Links: Ausschnitt aus dem 





und  298  K,  entnommen. Das  Signalmuster  auf  der  Frequenz  des Amidprotons  gibt  die  Beziehung 
zwischen  den  Protonenpaaren  Hα(i)‐HN(i),  Hβ(i)‐HN(i),  Hγ(i)‐HN(i)  wieder  und  basiert  auf  den 
chemischen Verschiebungen des α‐ und β‐Protons, sowie der γ‐Protonen der Methylgruppe. 





Für  die  sequentielle  Zuordnung  der  Aminosäuren  wurde  das  homonukleare  zweidimensionale 
NOESY‐Experiment  mit  einer  Mischzeit  von  120  ms  genutzt.  Zusätzlich  zu  den  schon  im  TOCSY 










Die  räumliche  Nähe  der  Protonen  entsteht  zum  einen  durch  die  direkte  Nachbarschaft  zweier 





ließen. Die genaue Anzahl der beobachteten Spinsysteme  ließ  sich nicht präzise bestimmen, da  in 















des  TOCSY‐Spektrums.  Gestrichelte  Linien:  Amidprotonenfrequenzen,  auf  denen  im  Ausschnitt  Teile  der  Spinsysteme 










dem Amidproton  von  (i+1)  und  den HN(i), Hα(i), Hβ(i)  und H  γ(i)  Protonen  der Aminosäure  (i)  fast 
immer kleiner als 5 Å ist. Auf der vertikalen Frequenzachse einer gegebenen Aminosäure (i+1) finden 
sich deswegen neben den intraresidualen Signalen interresiduale Kreuzsignale der Aminosäure (i). In 
Abbildung  3‐18  ist  am  Beispiel  der  Aminosäuren  Prolin  20  bis  Cystein  23  das  Prinzip  der 


















Hintergrund:  Segment  aus  HBD3.  Oranger  Hintergrund:  Segment  aus  HBD2.  Schwarze  Pfeile:  Glycine,  die  als 
Segmentgrenzen  bei der Generierung  der  Chimären  dienten. Die Aminosäuren  sind  im  Ein‐Buchstabenkode  angegeben. 
Schwarz: Zugeordnete Aminosäuren. Rot: In den Spektren nicht detektierte oder nicht identifizierte Aminosäuren.   
Die  nicht  detektierbaren  Aminosäuren  lagen  dabei  im  Wesentlichen  in  drei  Abschnitten  der 
Primärstruktur,  was  auf  eine  erhöhte  Flexibilität  des  Moleküls  in  diesen  Bereichen  hinwies.  Es 
handelt  sich  dabei  um  den N‐terminalen  Bereich,  von Glycin  1  bis  Threonin  5,  einen  Bereich  im 
Übergang zwischen den Segmenten eins und zwei, bestehend aus den Aminosäuren Arginin 12 bis 
Alanin  16,  sowie  die  beiden  C‐terminalen  Aminosäuren  Lysin  43  und  Prolin  44.  Glycin  34  ist  die 




mit  den  Deuteronen  des  Lösungsmittel  austauschten,  wies  das  99,98  %  D2O  NOESY‐Spektrum 
deutlich weniger Resonanzsignale  auf  als ein  vergleichbares 7 % D2O NOESY‐Spektrum  (Abbildung 
3‐16).  Das  200  ms  D2O‐NOESY‐Spektrum  wurde  zur  Identifizierung  der  Wasserstoffbrücken‐









Die  Auswertung  des  Spektrums  resultierte  in  sechs Wasserstoffbrückendonator‐Protonen,  denen 
jeweils  ein  Akzeptor‐Sauerstoffatom  zugeordnet  werden  konnte.  Die  identifizierten  Wasserstoff‐
brücken wurden als Abstände in der Strukturberechnung berücksichtigt. Die Tabelle 3‐1 listet die an 
den Wasserstoffbrücken von Chimäre 3 beteiligten Aminosäuren auf. 














Verschiebungen der Hα‐Protonen  aller 31  zugeordneten Aminosäuren  zu erfassen. Die  ermittelten 




Abbildung  3‐21:  Graphische  Darstellung  des  chemischen  Verschiebungsindex  von  Chimäre  3.  Schwarze  Balken:  Die 
chemische Verschiebung der 31  identifizierten Hα‐Protonen wurde nach Abgleich mit einem Referenzwert als 0, 1 und  ‐1 
erfasst.  Zahlen unterhalb der Grafik  stellen die Aminosäurepositionen der erfassten Protonen dar.  Fehlenden Zahlen  im 





das Hα‐Proton der  jeweiligen Aminosäure war. Eine Gruppe  von mindestens  vier  ‐1 Werten, nicht 
unterbrochen durch eine +1, definiert eine  α‐Helix. Eine Reihe  von mindestens drei +1 Werten  in 
Folge  entsprach  einem  β‐Faltblattstrang. Der  chemische Verschiebungsindex  schlug  für Chimäre  3 
eine α‐Helix von Leucin 6 bis Cystein 11 vor, sowie drei β‐Faltblattstränge, Strang eins von Isoleucin 
17 bis Histidin 19, Strang zwei von Lysin 28 bis Cystein 33 und Strang drei von Lysin 39 bis Lysin 42. 
Für  13 Aminosäuren  konnte  kein Ha‐Proton  identifiziert werden  (Abschnitt  3.2.4.3). Diese Amino‐
säuren  wurden  bei  der  Erstellung  des  chemischen  Verschiebungsindex  für  Chimäre  3  nicht 
berücksichtigt. 
3.2.6 Die	Sekundärstrukturelemente	von	Chimäre	3		
Die  Ausbildung  von  Sekundärstrukturelementen  basiert  auf  dem  Vorhandensein  von 
charakteristischen Kontakten,  entweder  zwischen den Protonen benachbarter Aminosäuren  (short 
range  contacts)  oder  über  eine  mittlere  Distanz  von  bis  zu  vier  Aminosäuren  (medium  range 
contacts). Die Auswertung des 120 ms NOESY‐Spektrums, bezüglich der charakteristischen Kontak‐
tmuster  der  an  der  Ausbildung  der  Sekundärstrukturelemente  beteiligten  Aminosäuren,  ist  in 
Abbildung  3‐22  dargestellt.  Beobachtet  wurden  die  für  β‐Faltblätter  typischen  sequentiellen 
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Kontakte  sowohl  zwischen  den  Amidprotonen  HN(i)‐HN(i+1)  als  auch  zwischen  den  Hα(i)‐HN(i+1)‐






korreliert mit  der  Intensität  der  detektierten  Signale. Vorhanden waren  die  für  β‐Faltblätter  charakteristischen  sequen‐
tiellen HN(i)‐HN(i+1)‐ und Hα(i)‐HN(i+1)‐Kontakte. Kontakte über mittlere Entfernung wurden nicht vorgefunden. 
3.2.7 Die	Ausprägung	der	Tertiärstruktur	





Abbildung  3‐23:  Kontakte über  große Distanz und  sequentielle  Kontakte  im NOESY‐Spektrum. Dargestellt  ist ein Aus‐
schnitt aus der Überlagerung des 120 ms NOESY‐ (schwarz) und TOCSY‐Spektrums (grün) von Chimäre 3. Vertikale Linien: 







Aminosäuren  in  der  Primärstruktur  eines  Proteins  auseinander  liegen.  In  Abbildung  3‐23  wurde 
beispielhaft die Kopplung von Glutamin 29 β‐ und γ‐Protonen (Kontakt zwischen Aminosäuren über 
mittlere  Distanz)  und  der  β‐Protonen  von  Cystein  40  (Kontakt  über  große  Distanz)  mit  dem 
Amidproton  von Glycin  31  dargestellt. Über  große Distanz  konnte  eine Wechselwirkung  zwischen 
Protonen nur beobachtet werden, wenn die beteiligten Protonen aufgrund der Tertiärstruktur des 
Peptids einen Abstand  von maximal 5 Å  zueinander einnahmen. Die Kontakte über  große Distanz 
wurden mittels des 120 ms NOESY‐Spektrum identifiziert.      





Abbildung  3‐24:  Verteilung  von Abstandsbeschränkungen  über  die  Primärstruktur  der  Chimäre 3. Die  ermittelten Ab‐














Da  in  der  NMR‐Probe  alle  Cysteine  in  oxidierter  Form  vorlagen  (Abschnitt  3.2.1),  konnte  davon 
ausgegangen werden, dass drei Disulfidbrücken ausgebildet wurden. Zudem ergab die Bestimmung 
der Masse des gereinigten Peptids eine Differenz von 6 Da  zwischen der berechneten  (4973,1 Da)  
und  der  detektierten  Masse  (4967,1  Da).  Die  Differenz  resultiert  aus  der  Ausbildung  von  drei 
Disulfidbrücken. Aufgrund der räumlichen Lage und der Ausrichtung der Seitenketten der Cysteine 23 




enden  Ensembles  der  20  besten  Strukturen wurden miteinander  verglichen. Als  Kriterium  für  die 
richtige Konformation diente die energetisch favorisierte Struktur. Berücksichtigt wurden die Anzahl 
der Strukturverletzungen, die r.m.s.d.  (root mean square deviation, mittlere quadratische Abweich‐









Disulfidbrücken  r.m.s.d. (Å)1  Verletzungen (> 0,5 Å)2  Ramachandran3 
C23‐C41,C11‐C40, C18‐C33  1,71 (± 0,27)  0  38,4| 39,9| 14,9| 6,9 
C23‐C41,C11‐C18, C40‐C33  2,44 (± 1,02)  11  34,4| 41,6| 15,0| 8,0 
C23‐C41,C11‐C33, C18‐C40  2,41 (± 0,99)  10  37,9| 38,0| 15,6| 8,6 




wurden  die  in  den  Spektren  identifizierten  Resonanzsignale mittels  des  Programms  NMRView  in 






20  Strukturen mit  der  niedrigsten  Zielfunktion  ausgewählt.  Sämtliche  bei  der  Berechnung  der  20 
Konformere  aufgetretenen  Abweichungen  von  den  vorgegebenen  Abstandsbeschränkungen  lagen 




































handelt  es  sich  um  Arginin  12  und  Valin  21. Während  Arginin  12  in  einem  flexiblen  Bereich  des 






Abbildung  3‐25:  Ramachandran‐Diagramm  der  Chimäre  3  Struktur mit  der  niedrigsten  Zielfunktion. Die  Psi‐  und  Phi‐ 
Torsionswinkelpaare der Aminosäuren wurden Bereiche mit unterschiedlicher potentieller Energie zugeordnet. Dunkelblau: 
Bevorzugte Bereiche mit niedrigster Energie. Hellblau: Ergänzend erlaubte Bereiche. Grau: Großzügig erlaubte Bereiche. 
Weiß:  nicht  erlaubte  Bereiche mit  hoher  Energie. Mehr  als  94 %  der  Aminosäuren  von  Chimäre  3  liegen  in  erlaubten 
Bereichen. Bei den Aminosäuren  im nicht erlaubten Bereich handelt es  sich um Arginin 12 und Valin 21  (im Diagramm 
angegeben).  
Das  Ensemble  der  20  Strukturen mit  den  niedrigsten  Zielfunktionen  ist  in  Abbildung  3‐26  A  als 
Spaghetti‐Modell dargestellt. In drei Bereichen wurde ein starkes Abweichen der 20 Strukturen vom 





einen  Bereich,  der  sich  unmittelbar  an  das  kurze  N‐terminale  α‐helikale  Segment  anschließt.  Ein 







Abbildung  3‐26:  Die  Tertiärstruktur  von  Chimäre 3.  A)  Spaghetti‐Darstellung  des  Ensembles  der  20  Strukturen  mit 














Ende  eine  β‐Ausbuchtung  (β‐bulge),  der  zweite  β‐Faltblattstrang  entspricht  dem  Kernbereich  des 
Peptids. Der C‐Terminus der Chimäre 3 ist flexibel und wird von den beiden letzten Aminosäuren der 
Primärstruktur ausgebildet. 







Die Oberfläche  der  Chimäre 3  nimmt  eine  grob  keilförmige  Struktur  an.  Zwei  von  drei  Seiten  des 
Moleküls weisen großflächige Bereiche mit positiver Oberflächenladung auf  (blau), die dritte Seite 





[54]  weisen  große  Ähnlichkeit  auf,  sie  entsprechen  einander  in  der  Ausrichtung  und  Anzahl  der 








Chimäre 3  verfügt  wie  HBD3  über  einen  langen  ungeordneten  N‐terminalen  Bereich.  Direkt  im 
Anschluss wird  von  der  Chimäre 3  ein  kurzes  α‐helikales  Segment  ausgebildet. An  dieser  Position 
findet sich in den Strukturen von HBD3 und HBD2 ebenfalls eine kurze α‐Helix.  
HBD3  und  HBD2  verfügen  jeweils  über  ein  β‐Faltblattmotiv,  bestehen  aus  je  drei  antiparallel 
angeordneten  β‐Faltblattsträngen.  Chimäre 3  bildet  ebenfalls  ein  β‐Faltblattmotiv  aus.  Im  Unter‐
schied zu den Ursprungsmolekülen besteht dieses jedoch aus zwei antiparallelen β‐Faltblattsträngen, 
der  β‐Faltblattstrang  am Übergang  von  Segment  eins  (HBD3)  zu  Segment  zwei  (HBD2) wird  nicht 
ausgebildet.  Während  der  Winkel  zwischen  den  β‐Faltblattsträngen  eins  und  zwei  bei  den 
Ursprungsmolekülen kleiner als 35°  ist, stehen die entsprechenden Molekülbereiche der Chimäre 3 
annähernd  senkrecht  zueinander.  Die  ausgebildeten  β‐Faltblattstränge  der  Chimäre 3 
entsprechenden den Faltblattsträngen zwei und drei der Ursprungsmoleküle, sowohl in der Größe als 
auch  in  der  Ausrichtung.  Eine  β‐Ausbuchtung  im  zweiten  β‐Faltblattstrang  unter  Beteiligung  des 
zweiten Segmentgrenzen‐Glycins wird von allen drei Peptiden ausgebildet. Die Ausrichtung und der 
Umfang  der  Schleifenbereiche,  sowie  der  β‐Faltblattstränge,  von  Chimäre 3  und  HBD2  sind  sehr 
ähnlich, unterscheiden sich jedoch in den Details. So liegen die β‐Faltblattstränge der Chimäre 3 eher 
nebeneinander,  während  sie  sich  im  Falle  von  HBD2  leicht  kreuzen.  Des  Weiteren  ist  die 
β‐Haarnadelschleife  von  Chimäre 3  weniger  stark  gestreckt  als  die  Schleife  in  entsprechender 
Position von HBD2. In allen drei Molekülen bildet der C‐terminale β‐Faltblattstrang den Kernbereich 
des  Moleküls  aus.  Der  C‐Terminus  aller  drei Moleküle  besteht  aus  einem  kurzen  ungeordneten 



















Oberfläche  ist jedoch  insgesamt kompakter als die von HBD3. Chimäre 3 verfügt,  im Unterschied zu 
HBD2 und HBD3, über keine Bereiche mit anionischer Ladung an der Moleküloberfläche. Die beiden 
letzteren Moleküle  bilden  nahe  des  C‐Terminus Oberflächenareale mit  negativer  Ladung  aus. Alle 
drei  Peptide  verfügen  über  große  Areale mit  kationischer  Oberflächenladung.  Bei  HBD3  sind  die 
geladenen Bereiche auf beide Seiten des Moleküls verteilt, getrennt  jeweils durch einen  schmalen 
Bereich mit neutraler Oberflächenladung. HBD2 verfügt über eine Seite mit sowohl anionischer als 
auch kationischer  Ladung, die  zweite Seite weist auf  zwei Dritteln der Fläche keine  Ladungen auf.  





















Modells  von  EBI3  und  p28  eingesetzt.  Allerdings musste  hierbei  zum Modellieren  der  Rezeptor‐
bindestelle  III auf die Tertiärstruktur von  IL‐6  zurückgegriffen werden, da  in dieser die AB‐Schleife 
besser  aufgelöst  ist  [43].  Für  die  vorliegende  Arbeit  wurde  IL‐6  als  Matrize  gewählt,  da  das 
Bindungsepitop  III  als  das  entscheidende  Element  der  vorliegenden  Problemstellung  galt.  Zudem 










Der Aufgabenstellung  lag die Beobachtung  zugrunde, dass  rekombinantes p28  in Dosis abhängiger 
Weise  die  IL6/sIL‐6Rα,  IL‐27  und  IL‐11  vermittelte  Signaltransduktion  durch  gp130  inhibiert. 
Begründet wurde dies mit einer möglichen niedrig affinen Bindung von p28 an gp130 [36].  








ausgeprägt  [37]. Andererseits sind die  im Model  identifizierten  Interaktionsmechanismen zwischen 
p28 und der  Ig‐ähnlichen Domäne  von  gp130  stärker  ausgeprägt  als die  von  IL‐6  zur  Ig‐ähnlichen 
Domäne  von  gp130.  Diese  Beobachtungen  erklären  sich  aus  dem  Umstand,  dass  die mit  der  Ig‐
ähnlichen  Domäne  interagierenden  Aminosäuren  der  beiden  Zytokine  in  einer  hochflexiblen 
Schleifenregion liegen. IL‐6 muss an den Spezifität‐vermittelnden IL‐6Rα binden, bevor eine Bindung 
von  gp130 möglich wird  [133]. Die Bindung des  IL‐6Rα  scheint die AB‐Schleifenregion  von  IL‐6  zu 
stabilisieren und ermöglicht in der Folge die effektive Bindung des IL‐6/sIL‐6Rα Komplexes an die Ig‐
ähnlichen Domäne von gp130 [112, 134]. Im Falle von p28 ermöglicht die höhere Affinität von Ligand 
und  Rezeptor  die  Bindung,  trotz  der  Flexibilität  der  AB‐Schleifenregion  und  ohne  Beteiligung  des 
stabilisierenden  p28  spezifischen  Alpha‐Rezeptors  EBI3.  Gleichzeitig  führt  die  Flexibilität  der 
Schleifenregion  dazu,  dass  nur  eine  niedrig  affine  Bindung  zwischen  p28  und  der  Ig‐ähnlichen 
Domäne von gp130 ausgebildet wird.  
Es kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass weitere p28 Molekülbereiche, außerhalb der 
Bindestelle  III,  an der  Interaktion  von p28 mit der  Ig‐ähnlichen Domäne  von  gp130 beteiligt  sind. 
Diese Möglichkeit wird  jedoch durch das vorgestellte Modell der Bindung von p28 an gp130 nicht 









bedarf  es  entweder  einer  experimentellen  Überprüfung,  beispielsweise  durch  Mutagenese‐
Experimente, oder der genauen Kenntnis der Tertiärstruktur von p28. Des Weiteren können durch 
NMR‐spektroskopische  Messungen  von  markiertem  p28,  gebunden  an  den  nicht  markierten 
Rezeptor gp130, die an der Bindung beteiligten Aminosäuren von p28  identifiziert werden. Hierfür 
müssen  die  Spektren  von  an  gp130  gebundenen  und  ungebundenen  p28  verglichen werden,  die 








Renaturierung  des murinem  p28  im Gegensatz  zum  humanem  p28  erfolgreich war, wurde  in  der 
Folge mit murinem p28 gearbeitet. Das Modell der Interaktion der Bindestelle III von humanem p28 
und  der  Ig‐ähnliche  Domäne  von  humanem  gp130  lässt  sich  nicht  vollständig  auf  murines  p28 
übertragen. Zwar beträgt die Sequenzidentität zwischen humanem und murinem p28 73 % [30], die 
Bindestelle  III  ist  zudem  weitestgehend  konserviert,  dennoch  kann  die  im  humanem  p28/gp130 
Modell identifizierte Salzbrücke von murinem p28 nicht ausgebildet werden. Das an entsprechender 
Position gelegene hydrophile Tyrosin verfügt,  im Gegensatz zum Glutamat  im humanem p28, über 
keine  negative  Ladung  in  der  Seitenkette.  Die  Ausbildung  einer  Salzbrücke  an  entsprechender 
Position  zwischen  murinem  p28  und  humanem  gp130  ist  somit  nicht  möglich.  Die  hydrophobe 
Leucin‐Leucin  Interaktion  kann  auch  zwischen mp28  und  hgp130  ausgebildet  werden.  Dass  eine 
Bindung  von  murinem  p28  an  humanes  gp130  trotzdem  möglich  ist,  konnte  anhand  von 
Proliferationsversuchen mit murinem  IL‐27  gezeigt werden  [34]. Diese Beobachtung wurde  in  der 
vorliegenden  Arbeit  durch  den  Test  auf  biologische  Aktivität  für  rekombinantes  murines  p28 
bestätigt  (Abschnitt  3.1.7).  In  diesem  Experiment  bindet  p28  an  den  IL‐6Rα,  der  so  entstandene 
Komplex  bindet  gp130  und  verfügt  über  biologische  Aktivität  [44].  Des  Weiteren  bestätigen 
Plasmonresonanzexperimente das Binden des rekombinanten mp28 an humanes gp130 (persönliche 
Kommunikation Dr.  Inken  Lorenzen). Trotz der Unterschiede  in der Primärstruktur  zu hp28  ist das 
Ausweichen auf murines p28 deshalb ein vielversprechender Ansatz. 
Um  den  Interaktionsmechanismus  von  p28  und  gp130  zweifelsfrei  zu  klären, müsste  sich  an  die 
vorliegende Arbeit die Aufklärung der Tertiärstruktur von p28 anschließen. Die Grundlage zur NMR‐
spektroskopischen  Ermittlung  der  Tertiärstruktur  ist  mit  der  erfolgreichen  Etablierung  eines 
Reinigungs‐ und Renaturierungsprotokolls vorhanden. Um die Vermutung zu überprüfen, dass es sich 
bei dem  im Zuge der Proteinreinigung detektierten Fragment (Abbildung 3‐7) um eine His‐Tag freie 
Variante  von mp28 handelt und um die Probe weiter  zu  reinigen,  könnte  eine  zusätzliche Nickel‐
Affinitätschromatographie  durchgeführt  werden.  Das  Vorhandensein  einer  His‐Tag  freien  mp28 
Variante  könnte  auf  Degradationsprozesse  durch  Proteasen  während  der  Reinigung  und 
Renaturierung  des  Proteins  beruhen.  Als  Alternativen  zur  Nickel‐Affinitätschromatographie  böten 
sich  entweder  eine  Ionenaustausch‐  oder  eine  Hydrophobizitätschromatographie  an,  letztere 
Verfahren verfügen, in Abhängigkeit des gewählten Gradienten, über eine höhere „Trennschärfe“. 
Aufgrund der Größe des Moleküls von 24,6 kDa und der daraus  resultierenden hohen Anzahl von 















Synthetisches  Chimäre  3  Peptid wurde  renaturiert  und mittels  RP‐HPLC  gereinigt.  Das  gereinigte 
Peptid  wurde  auf  seine  antimikrobielle  Aktivität  getestet.  Die  beobachtete  Aktivität  gegen 
verschiedene  humanpathogene  Erreger  stützt  die  Annahme,  dass  das  Peptid  in  gefalteter  Form 
vorliegt. Die Analyse  der  Sekundärstruktur  der  Chimäre  3 mittels  CD‐Spektroskopie weist  auf  das 
Vorhandensein eines  β‐Faltblattmotives hin. Die beobachtete Temperaturstabilität  spricht  für eine 
Stabilisierung  der  Struktur,  die  über  das Ausbilden  von Wasserstoff‐  und  Salzbrücken  hinausgeht. 
Diese  Stabilisierung  kann  mit  der  Ausbildung  der  drei  Disulfidbrücken  in  Verbindung  gebracht 
werden, da den β‐Defensinen ein strukturstabilisierender hydrophober Kern fehlt [98, 135].  
4.2.2 Die	sequenzspezifische	Zuordnung	
Chimäre  3 besteht  aus  44 Aminosäureresten.  Im  Idealfall  können davon  43,  alle bis  auf  die  erste 
N‐terminale  Aminosäure,  sowohl  im  TOCSY‐  als  auch  im  NOESY‐Spektrum  identifiziert  werden. 
Während  die  aufgenommen  TOCSY‐Spektren  eine  entsprechende  Anzahl  an  Spinsystemen 
beinhalten,  konnten  in  den  NOESY‐Spektren  nur  32  Spinsysteme  identifiziert  und  insgesamt  31 
Aminosäuren zugeordnet werden. Die Diskrepanz zwischen der Anzahl der detektierten Spinsysteme 
in  den  TOCSY‐  und  NOESY‐Spektren  deutet  auf  eine  hohe  Flexibilität  der  entsprechenden 
Molekülbereiche  hin.  Es  handelt  sich  dabei  um  den  N‐  und  den  C‐Terminus,  sowie  einen 
Schleifenbereich  des  C‐terminalen  HBD2‐Segments.  Diese  Bereiche  sind  für  HBD2  und  HBD3 
ebenfalls als  flexibel beschrieben worden  [55, 81]. Ein weiterer hochflexibler Molekülbereich reicht 






Die  Vorhersage  der  Sekundärstrukturelemente  beruht  auf  den  gemessenen  chemischen 
Verschiebungen der Hα‐Protonen, die Auswertung  erfolgte  nach dem  Protokoll  von Wishart  et  al. 
[132].  Laut Vorhersage verfügt die Chimäre 3 über das  β‐Defensin‐typische CSαβββ‐Strukturmotiv, 
bestehend  aus  einer  N‐terminalen  α‐Helix  und  einem  dreisträngigen  antiparallelen  β‐Faltblatt, 
stabilisiert durch drei Disulfidbrücken [50]. Der vorhergesagte N‐terminale β1‐Faltblattstrang, besteht 
aus  drei  Aminosäureresten  und  erfüllt  damit  die  Minimalanforderungen  zur  Ausprägung  eines 









Spektren,  sowie der  Lage von Donator‐Proton und Akzeptor‐Sauerstoffatom  in der Tertiärstruktur. 
Die  in  der  Strukturberechnung  von  Chimäre  3  berücksichtigten  Wasserstoffbrücken  werden  alle 
zwischen Atomen der HBD2‐Segmente ausgebildet. Die Existenz dieser Brücken wird von Sawai et al. 
für HBD2 bestätigt [70]. 
Das  Ergebnis  der  Ellman‐Reaktion,  der  Massenbestimmung  des  gereinigten  Peptids,  sowie  der 
Untersuchung  zur  Temperaturstabilität,  weisen  auf  das  Vorhandensein  von  Disulfidbrücken  hin. 





lich  gepaarten  Cysteinresten  ergaben,  dass  die  energetisch  günstigste  Kombination  der  Disulfid‐
brücken dem konservierten Brückenmuster der β‐Defensine entspricht.    
Um  die  Disulfidbrücken  experimentell  zu  bestätigen,  müsste  die  renaturierte  Chimäre  3  mittels 
Proteasen  verdaut werden. Die  sich  ergebenden  Fragmente  könnten  in der  Folge massenspektro‐





Anhand  der  vorliegenden  NMR‐Spektren  konnte  die  Tertiärstruktur  der  Chimäre  3  erfolgreich 
aufgeklärt  werden.  Chimäre  3  verfügt  N‐terminal  über  ein  kurzes  α‐helikales  Segment  und  ein 
zweisträngiges  antiparalleles  β‐Faltblatt.  Die  Tertiärstruktur  der  Chimäre  3  weicht  somit  vom 
CSαβββ‐Strukturmotiv  der  β‐Defensine  ab  [50].  Der  bei  den  humanen  β‐Defensinen  vorhandene 
β1‐Faltblattstrang  wird  in  der  Tertiärstruktur  von  Chimäre  3  nicht  ausgebildet.  Die  chemischen 
Verschiebungen  der  Hα‐Protonen  der  Aminosäureseitenketten  von  Isoleucin  17,  Cystein  18  und 













über  keine  anionischen  Ladungen  an  der  Moleküloberfläche,  die  kationischen  Ladungen  treten 




verbunden  mit  einer  hohen  Ladungsdichte  auf  der  Moleküloberfläche,  sowie  auf  der  hohen 
Flexibilität  des  Moleküls,  beruhen.  Die  Ladungsdichte  und  die  Verteilung  ungeladener 
Aminosäurereste an der Moleküloberfläche werden durch die Tertiärstruktur vermittelt und gelten 
als  wesentlich  für  die  Aktivität  der  Defensine.  So  wurde  festgestellt,  dass  die  Tertiärstruktur‐
vermittelten  Ladungsdichten  von  HBD3‐Derivaten mit  deren  antimikrobiellen  Aktivität  korrelieren 
[90],  [96].  Ergänzend  wurde  beschrieben,  dass  HBD3  Derivate,  die  durch  das  Ersetzen  der 
Cysteinreste linearisiert wurden, über eine stärkere antimikrobielle Aktivität verfügen als die Wildtyp 
















N‐terminale  α‐Helix  von  HBD3  [136].  Der  genaue  Einfluss  der  α‐Helix Membraninsertion  auf  den 
Wirkmechanismus der humanen  β‐Defensine  ist  jedoch nicht geklärt. Es wird davon ausgegangen, 
dass nach der elektrostatischen Attraktion der Defensine an die Membran das Eintauchen in selbige 
erfolgen  muss.  Aufgrund  der  amphipathischen  Struktur  des  N‐Terminus  der  β‐Defensine,  wird 
angenommen,  dass  diese  Region  für  die  Membraninsertion  zuständig  ist  [70, 137].  Somit  kann 
vermutet werden, dass die N‐terminale  α‐Helix von Chimäre 3 hierbei eine  zentrale Funktion  inne 
hat.  Insbesondere  da  für  HBD3  bereits  beschrieben  wurde,  dass  die  α‐Helix  durch  Lipidkontakt 
stabilisiert wird  [136]. Der  flexible Bereich, bestehend aus hydrohoben Aminosäureresten, der der 
α‐Helix von HBD3 vorangehen, gilt als bedeutend für hydrophobe  Interaktionen [90]. Selbiges wäre 
auch  für  die  entsprechenden  Aminosäurereste  von  Chimäre  3  anzunehmen,  da  das  N‐terminale 
Segment aus der HBD3‐Primärstruktur stammt. 
4.2.7 Der	Wirkmechanismus:	Porenbildung,	Carpet‐Modell	oder	intrazelluläre	Ziele?		
HBD3  bildet  in  Lösung Dimere  [54], HBD2  liegt  auch  in  hohen  Konzentrationen  als Monomer  vor 
[54, 70]. Im Kristall kann HBD2 jedoch als massives Oktamer vorliegen [72]. Die Ausbildung einer Pore 




Für  die  humanen  β‐Defensine  wird  angenommen,  dass  die  antimikrobielle  Aktivität  über  einen 
ladungsbasierten Effekt vermittelt wird, der zur Permeabilisierung der bakteriellen Membran  führt 
[54, 68, 70‐72]. Dieser  Effekt  kann, wie  für HBD3  beobachtet,  zur  Lyse  der  bakteriellen Membran 
führen  [75, 91].  Die  Ausbildung  einer  stabilen  Pore  gilt  für  HBD1  bis  3  als  unwahrscheinlich 
Kapitel 5: Zusammenfassung    69 
 




Der Wirkmechanismus  für Chimäre 3  lässt  sich  im Detail  aus der  ermittelten  Tertiärstruktur nicht 
bestimmen.  Die  hohe  Ähnlichkeit  der  Strukturen  von  HBD2,  HBD3  und  Chimäre  3  legt  allerdings 
nahe, dass die Mechanismen der Moleküle sich ähneln, möglicherweise sogar entsprechen. 
4.2.8 Ausblick	
Seit dem  ersten  Einsatz  von Penicillin  1941 wurde mit  zunehmender Häufigkeit die Resistenz  von 
humanpathogenen  Erregern  gegenüber  Antibiotika,  sowie  das  Auftreten  von  multiresistenten 
Erregern  beobachtet  [138].  Eine  aktuelle  Studie  beschreibt  S.  aureus  Stämme,  die  Resistenzen 
gegenüber bis zu neun Antibiotika zeigen  [139]. AMPs gelten als vielversprechende Kandidaten  für 
eine neue Gruppe  von Antibiotika, da eine Resistenzentwicklung  seitens der Bakterien wegen des 
meist  wenig  spezifischen  Wirkmechanismus  als  schwierig  gilt  und  ebenso  wegen  des  breiten 
Wirkspektrums, das auch multiresistente Erreger umfasst [59, 140].  
Die  Optimierung  und  die  Kenntnis  der  Wirkmechanismen  von  AMPs  sind  in  Hinblick  auf  einen 







löslichen  Zytokinrezeptor‐ähnlichen Molekül  EBI3  und  dem  langkettigen  vier‐Helix‐Bündel  Zytokin 
p28. IL‐27 kann durch die Bindung zweier Rezeptoren der gp130 Rezeptorfamile, WSX‐1 und gp130, 




nicht  aufgeklärt  ist,  sollte  ein Modell  entwickelt werden,  um  diese Hypothese  zu  überprüfen.  Im 
ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde deswegen in silico ein Tertiärstrukturmodell des humanen 
p28, sowie ein Modell der Interaktion von p28 und gp130 erstellt. Das vorgestellte Modell stützt die 
Hypothese  zur  Interaktion  von  p28  und  gp130.  Demnach  beruht  die  Interaktion  auf  einer  im 












Chimäre 3  mittels  zweidimensionaler  homonuklearer  NMR‐Spektroskopie  aufgeklärt  werden.  Zu 
diesem Zweck wurde ein Renaturierungsprotokoll für Chimäre 3 etabliert. Von dem gereinigten und 
renaturierten  Peptid  wurden  2D‐NMR‐Spektren  aufgenommen.  Die  ermittelte  Tertiärstruktur  der 
Chimäre 3 entspricht einem durch Disulfidbrücken  stabilisierten α‐Helix/β‐Faltblattmotiv und weist 









consists  of  the  soluble  cytokine  receptor‐like molecule  EBI3  and  the  long  chain  four‐helix‐bundle 
cytokine p28.  IL‐27  induces signal  transduction via binding of  two  receptors of  the gp130  receptor 
family, namely WSX‐1 and gp130. Recently it was shown that the p28 subunit by itself has a biological 
activity  without  binding  to  the  soluble  α‐receptor‐like  subunit  EBI3.  An  inhibition  of  the  gp130 










The  second  part  of  this  thesis  describes  the  tertiary  structure  determination  of  an  antimicrobial 
designer‐peptide  consisting  of  three  recombined  primary  structure  segments  of  the  human 
β‐defensins 2 and 3. The peptide, named Chimera 3,  shows a higher antimicrobial activity against 
S. aureus and E. coli compared  to  its parent molecules. The peptide’s spectrum of activity  includes 
multi‐drug resistant Gram‐positive and Gram‐negative bacteria. 
To  define  the  mode  of  action  of  the  designer‐peptide  the  tertiary  structure  of  Chimera  3  was 
determined by two‐dimensional homonuclear NMR‐spectroscopy. A refolding protocol for Chimera 3 
was  established  and  NMR  spectra  of  the  purified  and  refolded  peptide  were  recorded.  The 
determined  tertiary  structure  forms  a  cysteine‐stabilized  α‐helix/β‐sheet  motif  showing  a  high 
structural homology to β‐defensins. Compared to the structure of human β‐defensins the Chimera 3 
exhibits a higher  flexibility and  furthermore has a high density of cationic charges at  the molecule 









[1]   J.‐L. Boulay,  J.  J. O’Shea, and W. E. Paul, “Molecular phylogeny within  type  I cytokines and 
their cognate receptors,” Immunity, vol. 19, no. 2, pp. 159‐163, Aug. 2003. 
[2]   J.  Grötzinger,  “Molecular  mechanisms  of  cytokine  receptor  activation,”  Biochimica  Et 
Biophysica Acta, vol. 1592, no. 3, pp. 215‐223, Nov. 2002. 












[8]   K.  J.  Kallen  et  al.,  “Receptor  recognition  sites  of  cytokines  are  organized  as  exchangeable 

























[17]   P.  C. Heinrich,  I.  Behrmann,  S. Haan, H. M.  Hermanns, G. Müller‐Newen,  and  F.  Schaper, 






6‐receptor/IL‐6  up‐regulates  expression  of  acute‐phase  proteins,”  Journal  of  Immunology 
(Baltimore, Md.: 1950), vol. 149, no. 6, pp. 2021‐2027, Sep. 1992. 
[20]   G.  Müller‐Newen  et  al.,  “Purification  and  characterization  of  the  soluble  interleukin‐6 
receptor from human plasma and  identification of an  isoform generated through alternative 
splicing,” European Journal of Biochemistry / FEBS, vol. 236, no. 3, pp. 837‐842, Mar. 1996. 











[25]   J. Gauldie, C. Richards, D. Harnish, P.  Lansdorp, and H. Baumann,  “Interferon beta 2/B‐cell 
stimulatory factor type 2 shares identity with monocyte‐derived hepatocyte‐stimulating factor 





[26]   A.  Chalaris,  C.  Garbers,  B.  Rabe,  S.  Rose‐John,  and  J.  Scheller,  “The  soluble  Interleukin  6 
receptor: Generation and role in inflammation and cancer,” European Journal of Cell Biology, 
vol. 90, no. 6‐7, pp. 484‐494, Jul. 2011. 
[27]   M.  Tanaka  et  al.,  “Cloning  of  novel  soluble  gp130  and  detection  of  its  neutralizing 












[32]   C.  A.  Sprecher  et  al.,  “Cloning  and  characterization  of  a  novel  class  I  cytokine  receptor,” 
Biochemical and Biophysical Research Communications, vol. 246, no. 1, pp. 82‐90, May. 1998. 
[33]   S. Lucas, N. Ghilardi, J. Li, and F. J. de Sauvage, “IL‐27 regulates IL‐12 responsiveness of naive 
CD4+  T  cells  through  Stat1‐dependent  and  ‐independent mechanisms,”  Proceedings  of  the 
National Academy of Sciences of  the United States of America, vol. 100, no. 25, pp. 15047‐
15052, Dec. 2003. 

















[40]   C.‐S.  Li  et  al.,  “Interleukin‐27  polymorphisms  are  associated  with  inflammatory  bowel 
diseases in a Korean population,” Journal of Gastroenterology and Hepatology, vol. 24, no. 10, 
pp. 1692‐1696, Oct. 2009. 





analysis  demonstrates  similarities with  ciliary  neurotrophic  factor  (CNTF)  and  leads  to  the 
identification of antagonistic  variants,” Proceedings of  the National Academy of  Sciences of 
the United States of America, vol. 107, no. 45, pp. 19420‐19425, Nov. 2010. 
[44]   S.  Crabé  et  al.,  “The  IL‐27  p28  subunit  binds  cytokine‐like  factor  1  to  form  a  cytokine 
regulating  NK  and  T  cell  activities  requiring  IL‐6R  for  signaling,”  Journal  of  Immunology 
(Baltimore, Md.: 1950), vol. 183, no. 12, pp. 7692‐7702, Dec. 2009. 
[45]   O. Shimozato et al., “The secreted form of p28 subunit of interleukin (IL)‐27 inhibits biological 
functions of  IL‐27 and suppresses anti‐allogeneic  immune responses,”  Immunology, vol. 128, 
no. 1, pp. e816‐825, Sep. 2009. 






[49]   H.  Jenssen,  P.  Hamill,  and  R.  E.  W.  Hancock,  “Peptide  antimicrobial  agents,”  Clinical 
Microbiology Reviews, vol. 19, no. 3, pp. 491‐511, Jul. 2006. 
[50]   M. Wilmes,  B.  P.  A.  Cammue,  H.‐G.  Sahl,  and  K.  Thevissen,  “Antibiotic  activities  of  host 
defense peptides: more  to  it than  lipid bilayer perturbation,” Natural Product Reports, May. 
2011. 
[51]   A. Rozek, C.  L. Friedrich, and R. E. Hancock, “Structure of  the bovine antimicrobial peptide 









peptide,  determined  from  proton  two‐dimensional  nuclear  magnetic  resonance  data,” 
European Journal of Biochemistry / FEBS, vol. 256, no. 2, pp. 404‐410, Sep. 1998. 
[54]   D.  J.  Schibli  et  al.,  “The  solution  structures  of  the  human  beta‐defensins  lead  to  a  better 
understanding of the potent bactericidal activity of HBD3 against Staphylococcus aureus,” The 
Journal of Biological Chemistry, vol. 277, no. 10, pp. 8279‐8289, Mar. 2002. 
[55]   M.  E.  Selsted  and  A.  J.  Ouellette,  “Mammalian  defensins  in  the  antimicrobial  immune 
response,” Nature Immunology, vol. 6, no. 6, pp. 551‐557, Jun. 2005. 




increasing  protein  has  endotoxin‐neutralizing  activity,”  Journal  of  Immunology  (Baltimore, 
Md.: 1950), vol. 144, no. 2, pp. 662‐666, Jan. 1990. 
[58]   J.  Aarbiou  et  al.,  “Neutrophil  defensins  enhance  lung  epithelial wound  closure  and mucin 
gene expression in vitro,” American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, vol. 30, 
no. 2, pp. 193‐201, Feb. 2004. 













[65]   A.  L.  Hughes,  “Evolutionary  diversification  of  the  mammalian  defensins,”  Cellular  and 
Molecular Life Sciences: CMLS, vol. 56, no. 1‐2, pp. 94‐103, Oct. 1999. 
[66]   M.  E.  Selsted  et  al.,  “Purification,  primary  structures,  and  antibacterial  activities  of  beta‐
Kapitel 7: Literaturverzeichnis    77 
 
defensins,  a new  family of  antimicrobial peptides  from bovine neutrophils,”  The  Journal  of 
Biological Chemistry, vol. 268, no. 9, pp. 6641‐6648, Mar. 1993. 
[67]   M.  E.  Selsted  et  al.,  “Purification,  primary  structures,  and  antibacterial  activities  of  beta‐
defensins,  a new  family of  antimicrobial peptides  from bovine neutrophils,”  The  Journal  of 
Biological Chemistry, vol. 271, no. 27, p. 16430, Jul. 1996. 
[68]   E. Klüver, K. Adermann, and A. Schulz, “Synthesis and structure‐activity relationship of beta‐
defensins, multi‐functional peptides of  the  immune  system,”  Journal of Peptide Science: An 
Official Publication of the European Peptide Society, vol. 12, no. 4, pp. 243‐257, Apr. 2006. 













[74]   J. Harder,  J. Bartels, E. Christophers, and  J. M. Schröder, “A peptide antibiotic  from human 
skin,” Nature, vol. 387, no. 6636, p. 861, Jun. 1997. 
[75]   J. Harder,  J. Bartels, E. Christophers, and  J. M. Schroder,  “Isolation and  characterization of 
human beta ‐defensin‐3, a novel human inducible peptide antibiotic,” The Journal of Biological 
Chemistry, vol. 276, no. 8, pp. 5707‐5713, Feb. 2001. 
[76]   J. R. García  et  al.,  “Human beta‐defensin  4:  a  novel  inducible peptide with  a  specific  salt‐
sensitive  spectrum  of  antimicrobial  activity,”  The  FASEB  Journal: Official  Publication  of  the 
Federation of American Societies for Experimental Biology, vol. 15, no. 10, pp. 1819‐1821, Aug. 
2001. 
[77]   B.  C.  Schutte  et  al.,  “Discovery  of  five  conserved  beta  ‐defensin  gene  clusters  using  a 
computational  search  strategy,”  Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  of  the 
United States of America, vol. 99, no. 4, pp. 2129‐2133, Feb. 2002. 





[79]   J.  R.  García  et  al.,  “Identification  of  a  novel, multifunctional  beta‐defensin  (human  beta‐
defensin  3)  with  specific  antimicrobial  activity.  Its  interaction  with  plasma membranes  of 
Xenopus  oocytes  and  the  induction  of  macrophage  chemoattraction,”  Cell  and  Tissue 
Research, vol. 306, no. 2, pp. 257‐264, Nov. 2001. 
[80]   M.  E.  Quiñones‐Mateu  et  al.,  “Human  epithelial  beta‐defensins  2  and  3  inhibit  HIV‐1 
replication,” AIDS (London, England), vol. 17, no. 16, pp. F39‐48, Nov. 2003. 
[81]   J. Röhrl, D. Yang, J. J. Oppenheim, and T. Hehlgans, “Human beta‐defensin 2 and 3 and their 









[85]   R.  Bals  et  al.,  “Human  beta‐defensin  2  is  a  salt‐sensitive  peptide  antibiotic  expressed  in 
human lung,” The Journal of Clinical Investigation, vol. 102, no. 5, pp. 874‐880, Sep. 1998. 
[86]   A.  Y.  Liu  et  al.,  “Human  beta‐defensin‐2  production  in  keratinocytes  is  regulated  by 
interleukin‐1,  bacteria,  and  the  state  of  differentiation,”  The  Journal  of  Investigative 
Dermatology, vol. 118, no. 2, pp. 275‐281, Feb. 2002. 









[90]   E.  Klüver,  S.  Schulz‐Maronde,  S.  Scheid,  B.  Meyer,  W.‐G.  Forssmann,  and  K.  Adermann, 





[91]   V.  Sass  et  al.,  “Human  beta‐defensin  3  inhibits  cell  wall  biosynthesis  in  Staphylococci,” 
Infection and Immunity, vol. 78, no. 6, pp. 2793‐2800, Jun. 2010. 
[92]   V.  Sass,  U.  Pag,  A.  Tossi,  G.  Bierbaum,  and  H.‐G.  Sahl,  “Mode  of  action  of  human  beta‐
defensin 3 against Staphylococcus aureus and transcriptional analysis of responses to defensin 
challenge,”  International  Journal of Medical Microbiology:  IJMM, vol. 298, no. 7‐8, pp. 619‐
633, Oct. 2008. 
[93]   T.  Tomita  et  al.,  “Effect  of  ions  on  antibacterial  activity  of  human  beta  defensin  2,” 
Microbiology and Immunology, vol. 44, no. 9, pp. 749‐754, 2000. 
[94]   S.  Jung  et  al.,  “Human  beta‐defensin  2  and  beta‐defensin  3  chimeric  peptides  reveal  the 










[98]   F.  Bauer  et  al.,  “Structure  determination  of  human  and  murine  beta‐defensins  reveals 
structural conservation  in  the absence of significant sequence similarity,” Protein Science: A 
Publication of the Protein Society, vol. 10, no. 12, pp. 2470‐2479, Dec. 2001. 



























[111]   R.  Koradi,  “MOLMOL:  A  program  for  display  and  analysis  of macromolecular  structures,” 
Journal of Molecular Graphics, vol. 14, no. 1, pp. 51‐55, Feb. 1996. 
[112]   M. J. Boulanger, D.‐chone Chow, E. E. Brevnova, and K. C. Garcia, “Hexameric structure and 


























[124]   D. Neuhaus,  The nuclear Overhauser  effect  in  structural and  conformational analysis. New 
York  N.Y.: VCH, 1989. 
[125]   F.  Delaglio,  S.  Grzesiek,  G.  W.  Vuister,  G.  Zhu,  J.  Pfeifer,  and  A.  Bax,  “NMRPipe:  a 
multidimensional  spectral processing  system based on UNIX pipes,”  Journal of Biomolecular 
NMR, vol. 6, no. 3, pp. 277‐293, Nov. 1995. 
[126]   B.  A.  Johnson,  “Using  NMRView  to  visualize  and  analyze  the  NMR  spectra  of 
macromolecules,” Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), vol. 278, pp. 313‐352, 2004. 
[127]   P. Güntert, C. Mumenthaler,  and K. Wüthrich,  “Torsion  angle dynamics  for NMR  structure 
calculation with the new program DYANA,” Journal of Molecular Biology, vol. 273, no. 1, pp. 
283‐298, Oct. 1997. 





check  the  stereochemical quality of protein  structures,”  Journal of Applied Crystallography, 
vol. 26, no. 2, pp. 283‐291, Apr. 1993. 
[131]   D.  Petrey  and  B.  Honig,  “GRASP2:  visualization,  surface  properties,  and  electrostatics  of 
macromolecular  structures and  sequences,” Methods  in Enzymology, vol. 374, pp. 492‐509, 
2003. 
[132]   D. S. Wishart, B. D. Sykes, and F. M. Richards, “The chemical  shift  index: a  fast and  simple 







[135]   K.  Julenius, E. Thulin,  S.  Linse, and B. E.  Finn,  “Hydrophobic  core  substitutions  in  calbindin 












[139]   A.  E. Waters  et  al.,  “Multidrug‐Resistant  Staphylococcus  aureus  in US Meat  and  Poultry,” 
Clinical Infectious Diseases, vol. 52, no. 10, pp. 1227‐1230, Apr. 2011. 



















1D      eindimensional 
2D      zweidimensional 
AMP      Antimikrobielles Peptid, antimicrobial peptide  
APS      Ammoniumperoxydisulfat 
AS      Aminosäure 
CLC      cardiotrophin‐like cytokin 
CD      Circulardichroismus 
CNTF      ciliary neurotrophic factor 
CSI      chemischer Verschiebungsindex, chemical shift index 
CT‐1      cardiotrophin‐1 
Cys      Cystein 
DNA      Desoxyribonukleinsäure, deoxyribonucleic acid 
ddH2O      doppelt destilliertes Wasser  
EBI3       Ebstein‐Barr‐Virus induziertes Gen 3 
et al.      und andere, et alii 
FNIII Domäne    Fibronectin III‐ähnliche Domäne 
FID      freier Induktionszerfall, free induction decay 
Glu      Glutamat 
gp130       glycoprotein 130 kDa 
HBD      humanes β‐Defensin 
HDP      sinngemäß: Peptid der Infektabwehr des Wirts, host defense peptide 
h(p28)      humanes (p28) 
Ig‐ähnliche Domäne  Immunglobulin‐ähnliche Domäne 
IgG      Immunglobulin G, Gammaglobulin 
IL       Interleukin 
INF‐γ      Interferon‐γ   








MAPK      mitogen‐activated protein kinase 
mRNA      Boten‐Ribonukleinsäure, messenger ribonucleic acid  
MRW       mittlere molare Masse der Aminosäurereste, mean residue weight 
NOESY  Spektroskopie mit Kern‐Overhauser Effekt und Austausch, nuclear overhauser 
effect spectroscopy 
NOE      Kern‐Overhauser Effekt, nuclear overhauser effect 
OD600      Optische Dichte, gemessen bei 600 nm 
OSM      Oncostatin M 
ppm      Teile pro Million, parts per million 
PVDF      Polyvenylidenfluorid 
R      Rezeptor 





SDS      Natrium‐Dodecylsulfat, Sodium dodecyl sulfate  
STAT      signal transducer and activator of transcription 
TEMED     N,N,N‘,N‘‐Tetramethylethylendiamin 
TNF‐α      Tumornekrosefaktor‐α 
TOCSY      vollständige Korrelationsspektroskopie, total correlation spectroscopy 
upm      Umdrehungen pro Minute 
v/v      Volumen pro Volumen   
w/v      Gewicht pro Volumen   
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